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Tato diplomová práce se zabývá optimalizací metod kultivace, izolace a identifikace 
jednotlivých kmenů kvasinek z vybraných matric využitím metod molekulární biologie. Jako 
matrice byly použity hrozny, listy vinné révy a půda z vinice. Protože kvasinky jsou nedílnou 
součástí fermentačních procesů, používají se tedy i při výrobě vína, u kterého ovlivňují 
organoleptické vlastnosti. K identifikaci kvasinkových kmenů byla použita metoda PCR-
RFLP. 
 Pro analýzu byly použity úseky kvasinkové DNA, které jsou specifické pro každý druh. Tyto 
úseky byly pomocí PCR naamplifikovány a následně podrobeny restrikční analýze pomocí 
specifických restrikčních endonukleas. Získané fragmenty byly detekovány horizontální 
elektroforesou. 
V literární rešerši jsou zpracovány základní informace o vinařství, kvasinkách, jejich kultivaci 
a izolaci, PCR, restrikční analýze a horizontální elektroforese. 
 















This thesis explores the optimizing of the methods relevant to the cultivation, isolation, and 
identification of individual yeast strains from selected matrices, using the molecular biology 
methods. Grape berries, vine-leaves and soil from vineyard have been used as matrices. As 
yeasts are an integral part of fermentation processes, they are used for making of wine, the 
organoleptic charakteristics of which they influence. For identification of yeast strains the 
PCR-RFLP method has been used. 
Specifity of yeast DNA sequences of certain species has been used for this analysis. These 
spacers have been amplificated through the use of PCR and consequently they have been 
subjected to a restrictive analysis with specific restrictive endonucleases. These fragments 
have been detectioned through horizontal electrophoresis. 
In the literature background research section the basic informations about viticulture, 
yeasts, their cultivation and separation, PCR, restrictive analysis and horizontal 
electrophoresis is presented. 
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Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní mikroorganismy, náležící mezi houby. Většina druhů 
má schopnost zkvašovat sacharidy na ethanol a oxid uhličitý. Prvořadý význam mají 
v kvasném průmyslu při výrobě lihu, piva, vína, pekařského droždí a také některých mléčných 
nápojů. Při výrobě vína se kvasinky významně podílejí na konečných organoleptických 
vlastnostech vína. Divoké kvasinky způsobují spontánní kvašení. Tyto kvasinky jsou v moštu  
přítomny přirozeně, protože jsou součástí zdravých hroznů, na nichž jsou přilnuté. Činnost 
těchto divokých kvasinek způsobuje zvláštní charakter vína.  
Rychlé identifikace kvasinek je úspěšně dosahováno prostřednictvím moderních metod 
molekulární biologie založených na polymerasové řetězové reakci. Každý druh kvasinek má 
specifické úseky DNA, které jsou naamplifikovány metodou PCR a následně podrobeny 
restrikční analýze specifickými restrikčními endonukleasami, tato metoda se nazývá PCR-
RFLP. Touto metodou dosáhneme identifikace a zařazení kvasinkových kmenů podle 
fylogenetické příbuznosti a tím i zvýšení kvality vyrobeného vína.  

































2. CÍL PRÁCE 
 
• Literární přehled o možnostech identifikace kvasinek z bobulí, listů a půdy červeného 
vína metodou PCR- RFLP 
 
• Realizace metody a její aplikace na řešený problém 
 
 
• Restrikční analýza amplifikovaného produktu 
 
 










































Pěstováním révy vinné se zabývá lidstvo už po mnoho staletí a má k němu zejména v jižních 
zemích mimořádně vřelý vztah. Réva vinná rostla již v dávné minulosti. Jako každá rostlina, i 
vinná réva (Vitis vinifera) se skládá ze dvou částí: nadzemní (keře) a podzemní (kořenů). 
Zakořeňuje se zpravidla do hloubky 12 až 15 metrů. Plod vinné révy se skládá z třapiny a 
bobulí. Třapina tvoří kostru střapce, je rozvětvená a zakončená drobnými střapečky, na 
kterých visí bobulky. Zelené třapiny obsahují hodně chlorofylu, proto se víno před lisováním 
odzrňuje, aby se do moštu nevyluhovala listová zeleň. Odzrňování tedy neznamená vybírání 
zrníček, ale oddělování bobulí od třapin. Bobule se skládají ze slupky, semének a dužiny 
prostoupené žilkami. Slupka je potažená jemnou vrstvou vosku, která zabraňuje vniknutí 
vody do bobulí a zároveň jejímu vypařování. Ve slupkách bobulí některých druhů vinné révy 
se nacházejí různé látky, které mají vliv na charakter budoucího vína. U modrých sort je to 
červené barvivo, které se uvolňuje v kyselém a alkoholickém prostředí. Proto se hrozny 
„červeného“ vína nechávají před vylisováním nakvasit. Ve slupkách voňavých sort, hlavně 
kořeněných, jako například Tramín, Müller-Thurgau, Rulandské, Muškát atd., jsou uložené 
jemné, buketní a aromatické látky. Na slupkách všech odrůd se nachází velké množství 
bakterií, plísní a kvasinek, které pomáhají při přetváření moštu na víno. Při fermentaci hroznů 
je důležité, aby ve víně probíhal komplex mikrobiálních procesů charakterizovaných 
přítomností velkého počtu rozmanitých mikroorganismů. Tento proces je souborem vzájemně 
se ovlivňujících ekologických a biochemických pochodů přítomných kvasinek, vláknitých 
druhů hub, mléčných a octových bakterií . Složení kvasinkové populace na hroznech hraje 
důležitou roli ve fermentaci vína, jsou to například rozmanité rody, druhy a kmeny, které svou  
metabolickou aktivitou ovlivňující senzorickou kvalitu a organoleptické charakteristiky vína. 
Kvasinky na hroznech vína náleží obvykle k 15 různým kvasinkovým rodům: 
Brettanomyces/Dekkera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora/Kloeckera, 
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, 
Schizosaccharomyces. Semena uvnitř bobule se při dozrávání zbarví dohněda. Obsahují olej a 
třísloviny. [1,2,3] 
 
3.1.1 Půda, podnebí, vinice 
 
Jedinečný charakter každého vína je dán kombinací několika faktorů. Jemná odchylka 
v půdním složení nebo mikroklimatu může způsobit odlišnost chutí vín ze sousedních vinic. 
Mikroklima naproti tomu závisí na převažujících podmínkách a geografickém umístění 
vinice: její nadmořské výšce, blízkosti kopců, lesů, řek, jezer nebo moře. Rozhoduje také 
poloha vinice, její orientace a sklon terénu. Půda, na níž se pěstuje réva, má tři základní 
vlastnosti. V první řadě je to její struktura, daná velikostí jejích částic. Réva se dá pěstovat 
v půdě jemné jako písek i vysloveně kamenité. Pokud však její částice nemají být odváty 
větrem nebo odplaveny deštěm, musí být slepené jílem. Některé půdy ho obsahují více než 
jiné a jíl sám bývá odlišný. Druhou vlastností je struktura půdy, určená způsobem, jakým jíl 
tmelí její částice a jak do ní proniká a jak z ní vysychá voda. To záleží také na množství a 
povaze organické hmoty, podílu sodíku a vápníku a vlastnostech jílu. Třetí vlastnost půdy je 
stupeň kyselosti, který rozhoduje o kyselince v hroznech. [1,2] 
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3.2 Kvasinky a kvasinkovité mikroorganismy      
 
Taxonomické zařazení kvasinek 
Super regnum (nadříše): Eukaryota 
Regnum (říše):  Fungi  
Division (odělení):  Eumycota (pravé houby) 
Classe (třída):   Ascomycetes, Basidiomicetes 
 
Kvasinky jsou jednobuněčné organismy rozmnožující se převážně pučením, zdroj uhlíku 
zpracovávají obvykle kvašením. Tvar kvasinek souvisí se způsobem vegetativního 
rozmnožování, jež se děje buď pučením nebo dělením. Nejčastěji mají tvar krátce elipsoidní, 
případně vejčitý až kulovitý, dále citronovitý, trojúhelníkovitý a válcovitý. Tvar buněk i jejich 
velikost ovlivňují kultivační podmínky a stáří buněk. 
 Kvasinkovité mikroorganismy  mají složitější životní cyklus, ale je výrazné zastoupení fáze 
kvasinka, mikroorganismus se rozmnožuje v jednobuněčné formě pučením, ale i tvorbou a 
rozpadáváním hyf. 
Některé rody nebo kmeny kvasinek vytvářejí protáhlé buňky, které pučí pouze na pólech a 
zůstávají po pučení spojeny v dlouhá zaškrcovaná vlákna v tzv. pseudomycelium. V určitých 
místech pseudomycelia vznikají svazky kratších elipsoidních buněk – blastospor. U některých 
rodů nebo kmenů kvasinek se vytváří tzv. pravé mycelium, tj. vlákno vznikající příčným 
dělením protáhlých buněk. Rozmnožování dělením, avšak bez tvorby mycelia, se vyskytuje u 
rodu Schizosaccharomyces. Po rozdělení se dceřiná a mateřská buňka od sebe vždy oddělí a 
ponechají si obdelníkový tvar se zakulacenými rohy. Přechodem mezi pučením a dělením je 
tzv. pučení na široké základně, při němž je pupen spojen širokým krčkem s mateřskou 
buňkou, při ukončení je krček uzavřen přepážkou. Některé rody kvasinek tvoří jednobuněčné 
exospory na tenkých stopkách zvaných sterigmata. Zralé spory jsou z těchto stopek 
odmršťovány pomocí zvláštního kapalinového mechanismu, a proto dostaly název 
balistospory.[8,11,27] 
 
3.2.1 Cytologie kvasinek 
 
Vegetativní kvasinková buňka se skládá ze silné a pevné buněčné stěny, jemné 
cytoplazmatické membrány, cytoplazmy, jež obsahuje řadu membránových struktur, a jádra, 
které je od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou, viz. obrázek č. 1. Pohybové 
orgány, tj. bičíky, vegetativní buňky kvasinek nemají. Některé rody kvasinek tvoří pohlavní 
spory, které však mají fyziologické vlastnosti odlišné od vlastností endospor bakterií. 
 
Buněčná stěna – velkými póry stěny mohou volně procházet všechny sloučeniny kromě 
sloučenin vysokomolekulárních, jako jsou polysacharidy a bílkoviny. Stěna kvasinek rodu 
Saccharomyces je tvořena třemi vrstvami. Hlavní složkou jsou polysacharidy, mají strukturu 
vláken, která tvoří hustou pevnou spleť. Tato spleť je vyplněna bílkovinami. Další složkou je 
malé množství lipidů a fosfolipidů a dále fosforečnany, vázané esterovými vazbami na 
polysacharidy. Fosfátové zbytky spolu se skupinami –COOH bílkovin dávají buňkám 
kvasinek negativní náboj. Negativní náboj ovlivňuje adsorpci látek z živného prostředí. 
Hlavní složkou stěnových polysacharidů kvasinek jsou glukany, jejich stavební kameny tvoří 
glukosa. U druhu Sacchromyces cerevisiae jsou ve stěně přítomny ještě mannany a malé 
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množství glukosaminu a chitinu. Vnitřní vrstva stěny je složena z glukanu a bílkovin, pak 
následuje glukomannan s bílkovinami a na povrchu se nacházejí mannany s bílkovinami a 
malým množstvím lipidů. Složením vnější vrstvy stěny se ovlivňuje sedimentační schopnost 
kvasinek. Po ukončení kvašení u tzv. spodních pivovarských kvasinek totiž v této vrstvě 
obsah mannanů klesá a obsah bílkovin stoupá, což vede k flokulaci kvasinek a k jejich 
rychlému usazování. Na povrchu stěny kvasinek jsou patrné jizvy po pučení, můžeme je 
barvit primulinem a pozorovat ve světelném mikroskopu fluorescenční technikou, neboť po 
obarvení silně fluoreskují. Jizva zrodu zůstává v místě dřívějšího spojení buňky s mateřskou 
buňkou. Podle počtu jizev lze určit stáří buňky. Některé druhy kvasinek tvoří kolem svých 
buněk tj. na povrchu stěn, ještě polysacharidové obaly ve formě pouzder, která se barví jodem 
modře.  
Cytoplazmatická membrána kvasinek je složená z lipidů a proteinů, vytváří četné 
vychlípeniny vybíhající do cytoplazmy. Je volně propustná pouze pro malé molekuly bez 
náboje, a tvoří proto osmotické rozhraní mezi buňkou a vnějším prostředím. Umožňuje jednak 
příjem určitých látek buňkou, jednak transport látek z buňky do prostředí. 
Cytoplazma u mladých buněk se jeví jako průhledná, homogenní hmota, u starších buněk se 
objevují zrníčka a vakuoly. Obsahuje systém dvojitých membrán, který se nazývá 
endoplazmatické retikulum. Na vnějším povrchu obou membrán jsou četná zrníčka 
polyzomů, tj. agregátů ribozomů, v nichž se syntetizují bílkoviny. Endoplazmatické retikulum 
tvoří v buňce různé nádobky a oddělení, obsahující různé enzymy a rezervní látky. [8,11] 
Další organelou jsou mitochondrie, strukturální útvary rozmanitého tvaru. Jsou široké 0,3 až 
1 μm a dlouhé až 3 μm. Jsou obklopeny dvěma membránami: vnější membrána má bradavčitý 
povrch, vnitřní membrána tvoří hluboké vychlípeniny směrem dovnitř mitochondrie, 
nazývané kristy. Mitochondrie jsou složeny hlavně z bílkovin, lipidů a fosfolipidů. Obsahují 
také RNA a malé množství DNA, která je nositelem mimojaderné dědičnosti kvasinek. 
Mitochondrie jsou sídlem enzymů dýchacího řetězce a systému oxidační fosforylace. 
V mitochondriích probíhá syntéza mitochondriálních bílkovin, proto jsou zde přítomny též 
tRNA, mRNA a ribozomy. 
Vakuola má většinou kulovitý tvar obklopený jednoduchou membránou, která vysílá úzké 
výběžky do cytoplazmy. U mladých nebo pučících buněk jsou přítomny malé vakuoly, často 
ve větším počtu. U starších buněk někdy vakuola vyplňuje téměř celý prostor buňky. Uvnitř 
vakuol jsou uloženy hydrolytické enzymy, jako proteinasy, ribonukleasa a esterasa, takže 
vakuoly jsou místem v němž dochází k rozpadu těch struktur buňky, které se neustále v buňce 
rozkládají a obnovují a které mají krátký poločas rozpadu (mRNA, některé enzymy apod.). 
Kromě toho obsahují vakuoly ještě polyfosfáty a velkou zásobu draselných iontů, 
aminokyselin a purinů, takže jsou rezervoárem látek, jež se právě neúčastní metabolismu. 
Dalším membránovým útvarem v cytoplazmě je Golgiho aparát, který má tvar plochého 
měchýřku. Jeho funkcí je transportovat prekurzory buněčné stěny z cytoplazmy přes 
cytoplazmatickou membránu. 
Kvasinky obsahují tzv. cytoskelet, což je síť proteinových vláken, která se rozprostírá 
v cytoplazmě i v jádře a umožňuje vnitrobuněčný pohyb organel. Významnou roli zde hrají 
mikrotubuly, což jsou poměrně málo ohebné trubice složené z bílkoviny tubulinu. Každá 
molekula tubulinu obsahuje guanosintrifosfát, který je zdrojem energie pro její zapojení do 
mikrotubulu. V cytoplazmě se nachází zrníčka rezervních látek, především volutinu a 
polysacharidu glykogenu. Ostatní složky cytoplasmy jsou ribozomy, ribonukleové kyseliny, 
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enzymy, nukleosidy, meziprodukty metabolismu některých vitaminů a zásoby aminokyselin, 
některé anorganické ionty atd.  
Jádro kvasinek je od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou s velkými póry a je 
umístěno přibližně ve středu buňky. U Saccharomyces cerevisiae bylo zjištěno 16 
chromozomů v haploidním jádře. Diploidní jádro má dvojnásobný počet chromozomů, neboť 
každý chromozom se v něm vyskytuje dvakrát. Určitý úsek DNA chromozomu hraje 
důležitou roli při dělení chromozomů a jejich segregaci během dělení jádra. Tento úsek se 
nazývá centroméra. V koncových úsecích chromozomu, tzv. telomérách se vyskytují příčné 
vazby mezi oběma řetězci DNA. Kvasinkové chromozomy obsahují chromatin, který se 
skládá z nukleozomálních histonů H2A, H2B, H3 a H4. V jádře Saccharomyces cerevisiae je 
nízkomolekulární DNA (délky 2μm), která má kruhovou strukturu. Používá se v genovém 
inženýrství. V jádru kvasinek je také jadérko srpkovitého tvaru, uložené těsně pod jadernou 
membránou. [8,11] 
                                      
 
Obrázek č. 1: Schéma průřezu buňkou kvasinek[12] 
 
3.2.2 Mechanismus rozmnožování kvasinek 
 
3.2.2.1 Vegetativní rozmnožování 
 
Většina kvasinek se vegetativně rozmnožuje pučením. Při pučení je vznikající malá dceřinná 
buňka spojena  kanálkem s mateřskou buňkou. Před pučením dochází ke splývání membrán 
endoplazmatického retikula a pak k jeho dělení, dále k opakovanému dělení vakuol a ke 
změně mitochndrií v dlouze protáhlé. Po počátku tvorby pupenu do něho vstupují drobné 
vakuoly a mitochondrie. Současně začne mitotické dělení jádra a jeho migrace k pupenu. 
S jádrem přecházejí do nově vytvořeného pupenu také další složky cytoplazmy. Pak se 
cytoplazmatickou membránou uzavře kanálek mezi mateřskou a dceřinnou buňkou a 
v pupenu se intenzivně syntetizuje a rozšiřuje endoplazmatické retikulum. Po vytvoření 
buněčné stěny mezi mateřskou a dceřinnou buňkou, vzrůstem velikosti pupenu a spojení 
drobných vakuol ve vakuolu jedinou, je pučení ukončeno, viz. obrázek č. 2. Většinou se 
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dorostlá dceřiná buňka od buňky mateřské ihned oddělí. Celý cyklus buněčného dělení trvá za 
optimálních růstových podmínek kolem dvou hodin. U Saccharomyces cerevisiae je cyklus 
pod kontrolou více než stovky genů, z nichž některé mají regulační funkci. [8,11] 
                                   
 
Obrázek č. 2: Schéma pučení kvasinek [12] 
 
3.2.2.2 Pohlavní rozmnožování kvasinek 
 
Výsledkem pohlavního rozmnožování jsou pohlavní spory. Většina kvasinek tvoří jako 
pohlavní spory askospory, což jsou endospory, umístěné ve vřecku neboli asku. Tyto 
kvasinky proto řadíme mezi Ascomycotina. Některé rody kvasinek tvoří pohlavní exospory, tj. 
spory umístěné vně sporotvorných buněk. Tyto rody řadíme mezi Basidiomycotina. Pohlavní 
rozmnožování je charakterizováno spájením dvou haploidních buněk, čili konjugací a 
spájením jejich jader, neboli karyogamií za vzniku diploidního jádra. Pak se diploidní jádro 
dělí meiózou, tj. redukčním dělením, ve čtyři haploidní jádra, která jsou buď základem 
pohlavních spor, nebo se dělí další mitózou a pak teprve vznikají spory. V životním cyklu 
kvasinek se tedy pravidelně střídá haploidní a diploidní fáze buněk.  
U askosporogenních kvasinek dochází při spájení dvou haploidních buněk ihned také ke 
spájení jejich jader (karyogamii), takže vznikne diploidní buňka zvaná zygota. Jestliže se 
spájejí dvě přibližně stejně velké buňky, hovoříme o izogamním spájení (S. cerevisiae), jde-li 
o spájení velké buňky s malou, např. mateřské buňky s buňkou dceřinnou, hovoříme o 
heterogamním spájení. Spájení mezi buňkou a jejím vegetativním potomstvem je možné 
pouze u tzv. homothalických kmenů.  
Některé druhy kvasinek však tvoří tzv. heterothalické kmeny, tj. kmeny pohlavně rozlišené, u 
nichž se spájejí buňky jednoho párovacího, neboli kopulačního typu s buňkami opačného 
párovacího typu. U heterothalických kmenů kvasinek Saccharomyces cerevisiae jsou párovací 
typy označeny a a α. Ke spájení dochází pouze tehdy, smísíme-li v růstovém prostředí buňky 
typu a s buňkami typu α, viz. obrázek č.3. Buňky určitého párovacího typu zde vylučují do 
prostředí specifický peptid, který zastavuje buněčný cyklus buněk opačného párovacího typu 
v G1 fázi. Tento peptid také změkčuje stěny buněk opačného párovacího typu, takže buňky 
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mění svůj tvar. Současně dochází k vzájemné aglutinaci buněk opačného párovacího typu, což 
je zřejmě důsledkem rozdílů ve složení povrchové vrstvy jejich buněčných stěn a vede 
k usnadnění spájení.  
Po vytvoření zygoty může nastat vegetativní rozmnožování v diploidním stavu. Přeneseme-li 
pak diploidní buňky do vhodných podmínek, dojde ke sporulaci. Celá buňka se přemění ve 
vřecko, čili askus. Někdy vzniknou při meióze nepravidelnosti nebo některé jádro zanikne, 
takže počet spor v asku je nižší než 4. Pro sporulaci je potřebný silný aerobní metabolismus, 
který je u rodu Saccharomyces zajištěn nepřítomností zkvasitelných cukrů. Vysoké pH (8 až 
9) podporuje sporulaci. Jestliže jednotlivé spory oddělíme a přeneseme je jednotlivě do 
růstového prostředí, začnou se vegetativně rozmnožovat, čímž získáme klony haploidních 
buněk o určitém párovacím typu. Smíchání buněk opačného párovacího typu v růstovém 
prostředí vede ke spájení, čímž se životní cyklus uzavře. [8,11] 
Některé kmeny Saccharomyces cerevisiae jsou homothalické, takže po vypučení spory se 
vzniklé vegetativní buňky brzy spájejí a haploidní vegetativní fáze prakticky neexistuje. Rody 
nebo i druhy kvasinek se liší délkou haploidní a diploidní fáze svého životního cyklu. Tvar 
askospor je nejčastěji kulovitý až elipsoidní, dále ledvinovitý, srpkovitý, kloboukovitý, 
saturnovitý, nebo vřetenovitý až jehlovitý. Povrch askospor je hladký nebo zvrásněný až 
bradavčitý. Odolnost vůči letálním účinkům zvýšené teploty je u askospor jen o málo vyšší 
než u vegetativních buněk.  
Druhy kvasinek tvořících pohlavní exospory zvané sporidie byly zařazeny do rodů 
Leucosporidium a Rhodosporidium. Haploidní buňky se vegetativně rozmnožují pučením. Při 
smíchání buněk opačných párovacích typů dochází ke spájení, jež vede ke tvorbě dvoujaderné 
myceliální fáze, neboť při spájení buněk se jádra nespájejí. Na myceliu se tvoří typické 
přezky, jimiž přechází jedno jádro do sousední buňky. Tímto způsobem je zajištěno, že po 
mitóze obou jader má každá buňka dvě různá jádra, a je tedy heterokaryotická. Po určité době 
se vytvoří koncový nebo interkalární kulovitý tmavý útvar se silnou stěnou, nazvaný 
teliospora. V teliospoře dochází ke spájení jader (karyogamii). Po určité klidové periodě 
teliospora klíčí ve formě promycelia, v němž nastává meióza. Promycelium může být 
jednobuněčné nebo rozdělené přepážkami ve čtyři buňky. Z promycelia se pak pučením 
oddělují haploidní jednobuněčné sporidie párovacího typu a nebo α. Pučením poskytnou 
sporidie vegetativní haploidní buňky, čímž je celý cyklus uzavřen.  
Byly objeveny také kvasinky, které tvoří pohlavní haploidní exospory vznikající z protáhlé 
buňky zvané bazidie. Tyto pohlavní spory se nazývají bazidiospory. Tvorbě bazidiospor 
předchází spájení dvou pohlavně rozlišených kvasinkovitých haploidních buněk. Tím vzniká 
dikaryotické mycelium s přezkami pro přechod jader do sousedních buněk. Na koncích tohoto 
heterokaryotického větveného mycelia vyrůstá po jedné štíhlé bazidii, v níž probíhá 
karyogamie a meióza, následována jednou mitózou nebo několika po sobě jdoucími 
mitózami. [7,8,11] 
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Obrázek č. 3: Životní cyklus druhu Saccharomyces cerevisiae [12] 
 
Podle způsobu sexuálního rozmnožování kvasinek se kvasinky rozdělují do tří hlavních 
skupin : 
1. rody tvořící askospory, jsou zařazovány mezi Ascomycotina, a to do třídy 
Hemiascomycetes a řádu Endomycetales, 
2. rody tvořící bazidiospory nebo sporidie a heterokaryotní mycelium s přezkami, jsou 
zařazovány mezi Basidiomycotina, 
3. rody u nichž není známa tvorba pohlavních spor, jsou zařazovány mezi 
Deuteromycotina, dříve byly označovány také jako „nepravé kvasinky“ nebo 
„kvasinkovité mikroorganismy“ na rozdíl od sporotvorných kvasinek, nazvaných 
„pravé  kvasinky“, někteří příslušníci této skupiny zřejmě ztratili schopnost spájení 
v důsledku mutace, u některých pravděpodobně existuje v současné době pouze jeden 
párovací typ a jsou tedy imperfektními stadii určitých sporotvorných neboli 
perfektních druhů, s nimiž mají společné morfolické, biochemické i fyziologické 
vlastnosti, odlišné rodové a často i druhové označení sporotvorných a 
nesporotvorných  kmenů však zůstalo zachováno.[7] 
 
3.2.2.3 Rody tvořící askospory 
 
a) Vegetativní rozmnožování multilaterálním pučením 
Technologicky nejdůležitější je zde rod Saccharomyces, i když obsahuje pouze sedm druhů. 
Tyto druhy jsou schopny zkvašovat většinou několik cukrů. Nikdy nevyužívají laktosu jako 
zdroj uhlíku, ani NO3-  jako zdroj dusíku. Tvoří většinou krátce elipsoidní, vejčité nebo 
protáhlé buňky. Spájení je izogamní a askospory jsou kulovité až elipsoidní a jsou po 1-4 
v asku. Vegetativní fáze je většinou diploidní nebo polyploidní. Nejdůležitější druh je S. 
cerevisiae, který se uplatňuje jako pekařská, lihovarská, vinařská nebo spodní či svrchní 
pivovarská kvasinka. Zkvašuje glukosu, sacharosu, maltosu, galaktosu a částečně nebo úplně 
také trisacharid rafinosu. Vyskytuje se v homothalické i heterothalické formě. Některé 
vinařské kmeny mají protáhlé elipsoidní buňky a byly dříve označovány jako samostatná 
forma, tj. S. cerevisiae var. ellipsoideus.  
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Svrchní pivovarské kvasinky většinou nemají enzym melibiasu. Z rafinosy proto odštěpují 
pouze fruktosu, kterou zkvašují, a v prostředí zůstává disacharid melibiasa. Název dostaly od 
toho, že po proběhnutí kvašení, jež se zde vede při 20-25°C, jsou jejich buňky vynášeny na 
povrch fermentační kapaliny. Naproti tomu tzv. spodní pivovarské kvasinky klesají po 
prokvašení ke dnu kvasné nádoby a rafinosu zkvašují většinou úplně, neboť obsahují 
melibiasu. Spodní kvašení probíhá při teplotě 6-10°C, což vyžaduje delší kvasnou dobu, při 
níž dojde ještě k dalšímu vyčiření mladiny usazením jemných zákalů, vzniklá piva mají po 
dokvašení delší trvanlivost než piva připravená svrchním kvašením. 
 Z rodu Saccharomyces byly vyčleněny druhy, u nichž je vegetativní fáze převážně 
v haploidním stavu, takže tvorbě asků těsně předchází spájení buněk a tvorba zygoty. Tyto 
druhy byly zařazeny do Zygosaccharomyces. Od rodu Saccharomyces se liší ještě 
nepřítomností hexosové represe dýchání, takže sporulují na ztužených půdách i v přítomnosti 
zkvasitelných sacharidů. Z. bailii snáší i poměrně vysoké koncentrace ethanolu a SO2 a je 
poměrně odolná i k ostatním konzervačním prostředků. V poslední době je častým a 
obávaným kontaminantem ve vinařství. 
Rod Pichia patří mezi rody s nízkými kvasnými schopnostmi, neboť jeho druhy zkvašují buď 
jen glukosu, nebo nezkvašují žádný cukr. Vyskytují se jako kontaminace piva a vína, hlavně 
ve špatně uzavřených lahvích, kde tvoří křís, tj. křehkou vzlínavou blanku na povrchu 
kapaliny. Tvoří velmi protáhlé vegetativní buňky a pseudomycelium. Spory jsou kulovité, 
kloboukovité, saturnovité nebo hranaté. Křísotvorné druhy obsahuje také rod Hansenula, jenž 
se liší od rodu Pichia hlavně tím, že je schopen využívat NO3- jako zdroj dusíku, kdežto 
Pichia dusičnany nevyužívá 
 
b) Vegetativní rozmnožování bipolárním pučením na široké základně 
Typickým rodem je Saccharomycodes se silnými kvasnými schopnostmi. Při pohlavním 
rozmnožování tvoří v asku čtyři kulovité spory, které se po vyklíčení ihned spájí, takže zde 
neexistuje vůbec haploidní vegetativní fáze. Některé askospory kopulují přímo v asku 
 
c) Vegetativní rozmnožování dělením 
Jediným rodem, který se rozmnožuje dělením za tvorby přepážky a netvoří přitom mycelium, 
je rod Schizosaccharomyces. Vyznačuje se obdelníkovitými buňkami, dobrými kvasnými 
schopnostmi a nepřítomností hexosové represe dýchání. Druh Schizosaccharomyces pombe 
obsahuje homothalické i heterothalické kmeny a slouží jako modelový organismus pro 
genetické práce. V důsledku nepřítomnosti hexosové represe se askospory tvoří i 
v přítomnosti zkvasitelných cukrů, tj. na normálním růstovém médiu. Používá se v Africe pro 
přípravu alkoholického nápoje z prosa. Ve vinařství slouží k odkyselení vín, neboť využívá 
přítomnou jablečnou kyselinu. [8,11] 
 
3.2.2.4 Rody tvořící bazidiospory 
 
Do této skupiny jsou zařazovány jednak kvasinky, které tvoří bazidiospory na protáhlých 
neseptovaných bazidiích, jednak kvasinky, které tvoří tmavé teilospory, z nichž pučí 
promycelium nesoucí sporidie. K bazidiomycetním kvasinkám bývají přiřazována i 
kvasinkovitá stadia některých vyšších bazidiomycet. Vegetativní rozmnožování haploidní 
fáze probíhá u všech zástupců této skupiny pučením. Pro sexuální cyklus je charakteristické 
heterokaryotní mycelium s přezkami. 
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a) Čeleď Filobasidiaceae 
Rod Filobasidium tvoří na polokulovitém konci bazidie osm přisedlých elipsoidních nebo 
zašpičatělých spor, takže celý útvar se podobá květu. Tento rod je perfektním stadiem rodu 
Cryptococcus. U rodu Filobasisiella pučí jednojaderné kulovité nebo tyčinkovité 
bazidiospory bazipetálně ze čtyř míst vrcholu bazidie, takže se zde vytvářejí čtyři řetízky 
bazidiospor. Buňky některých jeho druhů napadají různé tkáně lidí i zvířat a způsobují 
onemocnění, jež často končí smrtí. Zvláště nebezpečné je toto onemocnění u lidí léčených 
steroidy nebo imunosupresivními léky a u nemocných rakovinou. Často se vyskytuje ve 
starém suchém ptačím trusu, odkud se dostává do vzduchu. Infekční cesta je vdechováním. 
 
b) Rody tvořící sporidie 
Rody Rhodosporium a Sporidiobolus mají přísně aerobní metabolismus, takže jsou bez 
kvasných schopností. Obsahují vnitrobuněčné karotenoidy, jež zbarvují buňky i celé kolonie 
žlutě, oranžově až sytě růžově. Vyskytují se často ve vzduchu a představují zhruba 50% 
mořské kvasinkové populace i sladké povrchové vody v přírodě. 
 
c) Kvasinkovitá stadia vyšších bazidiomycet 
Do této skupiny bývají zařazována kvasinkovitá stadia řádu Tremellales, jehož rody tvoří 
zprohýbané až téměř skládané plodnice potažené slizem, jež mají průměr 3-12 cm a vyskytují 
se obvykle na kmenech a pařezech stromů, hlavně listnatých. Mohou však vegetovat i na 
plodnicích jiných bazidiomycet. Haploidní stadium se rozmnožuje pouze pučením a buňky 
jsou obklopeny silnými slizovitými kapsulemi. [7,8] 
 
3.2.2.5 Rody u nichž není známa tvorba pohlavních spor 
 
Tyto rody se nazývají nepravými kvasinkami nebo kvasinkovitými mikroorganismy. 
Nejrozsáhlejší je rod Candida. Zahrnuje kvasící i nekvasící druhy. Na vhodných půdách tvoří 
pseudomycelium až pravé mycelium. Některé druhy slouží k výrobě krmného droždí, 
vyráběného z melasy i různých odpadních materiálů (Candida utilis). Některé kmeny mohou 
být podmíněně patogenní. Mnohem nebezpečnější jsou však patogenní druhy. V prvé řadě je 
to druh Candida albicans, který může způsobovat onemocnění (kandidózy) kůže a nehtů 
především u lidí pracujících s půdou nebo s ovocem a cukernými nálevy. Může však zachvátit 
také vnitřní orgány a vést ke smrti, není-li včas rozpoznán. Kandidózy vnitřních orgánů a 
sliznic vznikají především u oslabených jedinců  (např. při rakovinném onemocnění a 
podávání imunosupresivních látek nebo antibiotik, dále u těhotných žen a novorozenců). 
Nepatogenní druhy se vyskytují jako nežádoucí kontaminace pekařského droždí. Příslušníci 
rodu Brettanomyces se vyskytují jako kontaminace kvašených nápojů (piva, vína, cideru). Při 
kvašení cukrů produkují značné množství octové kyseliny. Vzniklé velmi kyselé pH je pak 
velmi brzy usmrcuje. Kvašení je u nich většinou stimulováno plynným kyslíkem (tzv. 
Custersův efekt). Jednotlivé buňky jsou často na jednom pólu zašpičatělé. Tvoří však i 
pseudomycelium až pravé mycelium. 
Rod Kloeckera snáší velmi kyselé prostředí, a proto se často vyskytuje na nezralých hroznech 
a v půdě vinic. Zkvašuje jen glukosu. Tvoří buňky zašpičatělé na jednom konci a rozmnožuje 
se bipolárním pučením. Morfologicky podobný je rod Malassezia jehož buňky však pučí 
pouze na jednom pólu a na výrazně široké základně. Za určitých podmínek je patogenní pro 
zvířata i člověka. Ve tkáních roste ve tvaru pravého mycelia. Pro růst vyžaduje také lipidy. Je 
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běžným kontaminantem kůže zdravých lidí. Rod Cryptococcus tvoří kulovité až protáhlé nebo 
polymorfní buňky, většinou obalené heteropolysacharidovým slizovitým obalem, takže 
vytváří na tuhých půdách slizovité kolonie. U některých druhů jsou kolonie zbarveny žlutě 
v důsledku tvorby karotenoidních barviv. V kyselém prostředí tvoří buňky obaly, jež se jodem 
barví modře. Využívá pentosy a pentosany jako zdroj uhlíku. Nemá kvasné schopnosti. Je 
imperfektním stadiem rodu Filobasidium. 
Rod Rhodotorula nezkvašuje žádné cukry a má silně vyvinutý pentosový cyklus využívání 
glukosy. Má kulovité až elipsoidní buňky obsahující karotenoidní barviva, a proto jsou 
kolonie zbarveny oranžově až růžově. Tato barviva chrání buňky před účinkem ultrafialové 
složky slunečního světla. Proto se často vyskytuje ve vzduchu. V živném prostředí o nízkém 
obsahu dusíku hromadí v buňkách značné množství tuku. Některé kmeny mohou být za 
určitých podmínek patogenní. Některé kmeny jsou schopny štěpit deriváty benzenu. Také rod 
Sporobolomyces nemá kvasné schopnosti a tvoří žluté až sytě růžové kolonie v důsledku 
tvorby karotenoidů. Kolonie jsou většinou silně zvrásněné a jakoby poprášené. Tento 
poprašek je způsoben balistosporami, jež po vystřelení padají většinou zpět na kolonii. Vedle 
pučících buněk tvoří také bohaté mycelium. Vyskytuje se často na listí stromů a na jiných 
rostlinách, odkud se dostává do tekoucích i stojatých vod. 
Pro rod Trichosporon je typické bohaté mycelium, na němž pučí buňky různých tvarů. 
Mycelium se u některých druhů rozpadá v artrospory. Některé druhy tvoří vegetativní 
endospory. Kvasné vlastnosti u některých druhů chybí. Obsahuje 15 druhů, z nichž některé 
jsou patogenní pro člověka (napadení kůže a nehtů na nohou, případně napadení vnitřních 
tkání). Některé druhy jsou schopny štěpit deriváty benzenu. Tento rod je velmi heterogenní a 
jeho druhy budou v budoucnu pravděpodobně rozděleny do několika rodů.  
Rod Geotrichum má bohaté mycelium s artrosporami a bílé sametové až vatovité kolonie. 
Nemá kvasné schopnosti. Vyskytuje se jako častá kontaminace mléčných výrobků, hlavně 
tvarohu a jogurtu, kysaného zelí a tukových tkání z masa, neboť obsahuje proteolytické a 
lipolytické enzymy. [7,8,9] 
 
3.2.3 Složení buněčné hmoty kvasinek 
 
Buněčná hmota kvasinek obsahuje 65 až 83% vody. Obsah vody závisí na druhu kvasinek, 
stáří buněk a kultivačních podmínkách, stejně jako obsah sušiny. Hlavní podíl sušiny 
kvasinek tvoří bílkoviny (obyčejně kolem 50%) a dále glykogen (až 30%). Nukleové kyseliny 
představují 10%, strukturní polysacharidy kolem 5% a popel kolem 8%. Z organických 
sloučenin vyskytujících se v nízkých koncentracích mají význam vitaminy skupiny B, 
provitamin D a u některých rodů také provitamin A. Hlavní složkou popela je oxid 
fosforečný. Z iontů kovů je v největším množství zastoupen K+, zatímco Mg2+, Ca2+ a Na+ je 
mnohem méně. [8,11] 
 
3.2.4. Výskyt kvasinek a jejich význam 
 
Protože mají většinou pouze sacharolytické schopnosti, vyskytují se kvasinky především na 
materiálech obsahujících cukry, tj. na ovoci, zvláště bobulovém a peckovém a na cukernatých 
potravinách. Dále jsou v květních nektarech, výhonech stromů, v půdě, ve vzduchu, ve 
střevním traktu lidí, zvířat a některého hmyzu. Šíří se různými přenašeči, hlavně hmyzem, 
větrem apod. Ve vzduchu je nejvíce kvasinek v době květu stromů a v době zrání švestek a 
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hroznů. Tato období proto přinášejí největší riziko vzdušné kvasinkové kontaminace 
v drožďárnách.  
V květních nektarech bývají nejčastěji přítomny oxidační typy (nejvíce Cryptococcus, 
Rhodotorula, Sporobolomyces, poněkud méně již Candida). Na povrchu měkkého ovoce 
převládají hlavně kvasné typy (Saccharomyces, Saccharomycodes, Kloeckera). Jako vzdušná 
kontaminace se nejčastěji vyskytuje Rhodotorula, neboť karotenoidní barvivo chrání její 
buňky před smrtícími účinky ultrafialové složky slunečních paprsků.  
Rozmnožování kvasinek je podmíněno jejich fyziologickými vlastnostmi, tj. potřebou cukru, 
odolností ke kyselému prostředí, u některých druhů také tolerancí k vysokému osmotickému 
tlaku, a je omezeno jejich neschopností štěpit bílkoviny. Proto se nepomnožují ve větší míře 
na mase a jiném bílkovinném materiálu.  
Výskyt kvasinek ovlivňuje také jejich nízká tepelná odolnost. Většina kvasinek je usmrcena 
již při 2-5 minutovém zahřívání na 56°C, spory kvasinek mají tepelnou odolnost jen nepatrně 
vyšší. Rozmnožování většiny kvasinek je úplně potlačeno při teplotě 38°C, u některých 
dokonce i při teplotách nad 25°C. Některé osmotolerantní kvasinky však mohou na 
koncentrovaných substrátech růst i při 40°C, zatímco ve zředěných médiích rostou jen při 
teplotě kolem 30°C. Tyto osmotolerantní druhy se uplatňují hlavně při kažení sladových 
výtažků, medu a plněných čokoládových bonbonů. Kvasinky se rozmnožují mnohem 
pomaleji než bakterie, a proto s nimi mohou soutěžit jen za podmínek, jež jsou pro bakterie 
nepříznivé (nízké pH, nízký oxidoredukční potenciál apod.). Z těchto důvodů se kvasinky při 
kažení potravin uplatňují vedle uvedených případů hlavně při kažení kompotů, ovocných 
moštů a jiných ovocných výrobků, slazených limonád a slazených kyselých minerálních vod.  
Kontaminace cizími kvasinkami se negativně uplatňuje také v drožďárenství, kde nepříznivě 
ovlivňuje kvasné schopnosti (zhoršení kynutí) a trvanlivost pekařského droždí, a v pivovarství 
a vinařství, kde může nepříznivě ovlivnit chuť výrobku. Negativně se uplatňují také patogenní 
kvasinky. Většinou způsobují tyto kvasinky vážná onemocnění pouze u oslabených jedinců 
nebo při poškození imunitního systému. Přesto však mohou tato onemocnění končit i smrtí. 
Kvasinky ovšem zahrnují i fytopatogenní rody nebo druhy, jež jsou přenášeny hmyzem. [8,9] 
Hlavní průmyslový význam kvasinek tkví v jejich použití pro výrobu alkoholických nápojů a 
pekařského a krmného droždí. Ethanol pro chemické účely se dnes většinou vyrábí synteticky. 
Neboť je to levnější než zkvašování hodnotných surovin. Stoupající cena ropy však vedla 
k tomu, že se v některých státech vyrábí kvasný ethanol jako náhražka benzinu. Značná 
produkce ethanolu pro potravinářské a farmaceutické účely se dosahuje i při výrobě 
pekařského droždí. Přiboudlina, tj. vyšší alkoholy, které se získají při rafinaci kvasného lihu, 
se používá hlavně jako rozpouštědlo laků. Droždí se pro svůj vysoký obsah vitaminů skupiny 
B se používá také pro výrobu léčebných výživných preparátů. Autolyzáty a extrakty droždí 
nebo odhořčených pivovarských kvasnic se z týchž důvodů používají jako přísady do potravin 
a jako důležitá složka živných půd v mikrobiologických laboratořích. Krmné droždí, jehož 
hlavní krmná hodnota tkví ve vysokém obsahu bílkovin, se vyrábí v obrovském měřítku. 
Z buněk kvasinek se izoluje pro komerční účely také řada látek, používaných 
v biochemických laboratořích, např. enzymů, koemzymů, nukleotidů, nukleosidů apod. 
Radioaktivní sloučeniny tohoto typu, používané v biochemickém výzkumu, se komerčně 
připravují pěstováním druhu Candida utilis na půdě s radioaktivní sacharosou a izolací těchto 
sloučenin z vyrostlých buněk. Speciální kmeny S. cerevisiae se používají pro výrobu 
ergosterolu, tj. provitaminu D, který ozářením ultrafialovým světlem poskytuje vitamin D. 
Ergosterol se izoluje z buněk kvasinek. [8,9,10] 
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3.2.5 Saccharomyces cerevisae 
 
Kvasinky Saccharomyces cerevisiae se používají při výrobě piva, vína, ethanolu a pekařského 
droždí. Kmeny, které se aplikují v jednotlivých technologiích se vzájemně liší fyziologickými 
vlastnostmi. 
 
                                                  
 
Obrázek č. 4: Saccharomyces cerevisae [12] 
Dělí se na: 
Kmeny pivovarské – spodní kvašení probíhá při teplotě pod 10°C asi 7 dní po ukončení 
kvašení sedimentují. Svrchní kvašení při teplotách okolo 20°C a kratší dobu, na konci kvašení 
jsou vynášeny na povrch tekutiny. 
Kmeny vinařské – mají vyšší toleranci k ethanolu, kvašení probíhá při 25°C po dobu 7-14 dní. 
Jsou odolné k SO2. U těchto kmenů je žádoucí autolýza kvasinek, což přispívá k vytváření 
buketu vína. 
Kmeny lihovarské – vysoká odolnost k ethanolu, kvašení probíhá 24-48 hodin, obsah 
ethanolu roste rychleji až k 11%. Jsou osmotolerantní což umožňuje využití 
koncentrovanějších melas. Nemají aglutinovat a sedimentovat. 
Kmeny pekařské – účelem kultivace je získat co nejvíce biomasy. Proto se musí rychle 
množit a co nejméně tvořit alkohol. Zdroj uhlíku a energie max. využívat na tvorbu biomasy. 
Kultivace probíhá za aerobních podmínek čím se uplatňuje respirace. Kvasinky nemají 
aglutinovat, minimálně adsorbovat barvivo (co ovlivňuje vzhled droždí). [9] 
 
3.2.6 Genetika mikroorganismů 
 
Genetika je biologická věda, zabývající se dědičností, geny a proměnlivostí organismů. Název 
souvisí se slovem gen, který označuje jednotku genetické informace. V každém organismu je 
genetická informace přechovávána v chromosomech, v nichž je reprezentována chemickou 
strukturou molekul DNA (deoxyribonukleové kyseliny). DNA je nositelkou genetické 
informace všech organismů s výjimkou nebuněčných organismů, u nichž hraje tuto úlohu 
RNA (RNA-viry, virusoidy a viroidy). DNA je biologická makromolekula, která obsahuje 
dva řetězce nukleotidů, které tvoří dvoušroubovici. Jednotlivé nukleotidy se skládají ze tří 
složek: fosfátu (vazebný zbytek kyseliny fosforečné), deoxyribózy (pětiuhlíkatý cukr – 
pentóza), nukleové báze (konkrétní dusíkaté heterocyklické sloučeniny). V DNA se v různých 
kombinacích vyskytují čtyři nukleové báze: purinové báze jsou adenin (A) a guanin (G) a 
pyrimidinové báze jsou thymin (T) a cytosin (C).   
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Od vyšších organismů se mikroorganismy liší větší proměnlivostí, která je způsobena tím, že 
se většina vegetativně rozmnožuje v haploidní fázi, kdežto tělo vyšších organismů se skládá 
z diploidních buněk a haploidní jádro mají pouze gamety. Velmi krátká generační doba vede 
k rychlé selekci některých mutantů, což má za následek poměrně rychlou a pronikavou změnu 
velkých populací.  
V molekulární genetice je gen, tedy jednotka dědičnosti, definován jako takový úsek DNA, 
který udává složení jedné molekuly bílkoviny nebo jedné molekuly RNA, nebo má určitou 
regulační funkci. Soubor všech genů organismu se označuje jako genom. 
V klasické genetice rozumíme genem vlohu pro určitou vlastnost nebo schopnost. Pro 
vytvoření této vlastnosti je většinou zapotřebí několika enzymů, a proto gen klasické genetiky 
zahrnuje vlastně několik genů molekulární genetiky. U eukaryot jsou geny kódující jednotlivé 
enzymy určité metabolické cesty rozmístěny na různých chromozomech, čili na různých 
místech, a proto se nazývají lokusy tohoto genu. Geny se označují pomocí symbolů o třech 
písmenech (např. TRP).  U bakterií jsou geny pro jednotlivé enzymy určité metabolické cesty 
umístěny vedle sebe, čili na stejném místě chromosomu, a proto se nenazývají lokusy ale 
cistrony. Název cistron byl zvolen na základě tzv. cis-trans testu, pomocí něhož se dá vymezit 
úsek DNA, který kóduje složení jednotlivé bílkoviny. Jednotlivé cistrony téhož genu se u 
bakterií označují velkými písmeny (např. trpA). 
Každý gen se může vyskytovat v různých formách neboli alelách, tj. ve standartní alele (tj. 
v původní funkční formě) nebo v různě pozměněné formě, tedy ve zmutované alele, tj. alele, 
která obsahuje mutaci. Jako mutace se označuje náhlá a trvalá změna genetického materiálu, 
která je způsobena výměnou části genetického materiálu, která však nebyla způsobena 
výměnou části genetického materiálu s genetickým materiálem jiného jedince, v tomto 
případě hovoříme o rekombinaci. [11] 
Diploidní jádro eukaryotní buňky obsahuje diploidní počet chromozomů, takže každý 
chromozom, a tedy i gen, je tam přítomen dvakrát. Dva chromozomy, které nejsou tytéž se 
nazývají homologické, neboli alelomorfní. Jestliže jsou alely určitého genu na obou 
homologických chromozomech totožné, říkáme, že tento gen je v homozygotním stavu. Gen, 
který je na jednom chromozomu ve standartní alele a na homologickém chromozomu ve 
zmutované alele, je v heterozygotním stavu. Jestliže je gen na obou homologických 
chromozomech zmutovaný , ale různým způsobem, jde o heteroalelické mutace.  
Vlastnosti určitého jedince závisejí jednak na jeho celkovém genovém vybavení, tj. na 
celkovém genotypu, jednak na vnějších podmínkách. Vnější projev daného genotypu za 
daných podmínek se nazývá fenotyp. Jestliže změna vnějších podmínek vede k nápadně 
odlišnému fenotypu, vznikne modifikace. Pro modifikaci je charakteristické, že stejným 
způsobem reaguje na změnu vnějších podmínek valná většina populace a že jde o proces 
vratný, neboť po zpětné změně vnějších podmínek se po poměrně krátké kultivaci objeví u 
valné části populace opět původní fenotyp. Naproti tomu změny způsobené mutací jsou 
v kultuře velmi vzácné a teprve selekcí mutantů po delší době růstu se může frekvence 
vzniklých mutantů zvýšit. 
Fenotyp genu v heterozygotním stavu může být buď stejný jako fenotyp jedné alely (tzn. že 
tato alela je dominantní a alela, jež se fenotypově neprojevuje, je recesivní), nebo může být 
intermediální mezi oběma alelami (jde o tzv. semidominanci). Dominantní alela se označuje 
velkými písmeny, recesivní alela malými. Nejčastěji dominuje alela pro schopnost tvořit 
nějakou vlastnost nad neschopností.  
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Fenotypové vyjádření jednotlivých genů závisí také na ostatních genech genomu čili na 
genetickém pozadí. Jestliže se gen A nemůže fenotypově projevit v přítomnosti genu B, 
říkáme, že gen A je ke genu B hypostatický. Gen B je epistatický ke genu A, neboť potlačuje 
jeho fenotypové vyjádření. V poslední době se pro epistatické geny používá také název 
supresory.[11] 
 
3.2.6.1 Přenos genetické informace a její realizace  
 
Nositelem dědičnosti mikroorganismů a některých virů je dvouřetězcová DNA, u některých 
virů je nositelem dědičnosti jednořetězcová DNA nebo RNA. Genetická  informace je dána 
přesným pořadím purinových a pyrimidinových bází v genetickém materiálu. Přenos 
genetické informace z mateřské buňky do buňky dceřinné je při vegetativním rozmnožování 
mikroorganismů zajištěn tzv. semikonzervativní replikací DNA, která spočívá v tom, že podle 
jednoho řetězce DNA se syntetizuje doplňkový řetězec na principu párování bází A-T, G-C. 
Tím vznikají z jedné molekuly DNA dvě molekuly o zcela stejném pořadí bází, jako měla 
původní molekula. Každá z těchto nových molekul má tedy jeden řetězec původní a jeden 
nově syntetizovaný.  
Realizace genové informace (čili exprese genu) v buňce spočívá v tom, že se podle jednoho 
řetězce DNA syntetizují na principu párování bází ribonukleové kyseliny. Na  rozdíl od DNA  
se však adenin páruje a uracilem, místo s thyminem, a cukernou složkou je ribosa. Syntéza 
RNA se označuje také jako přepis genetické informace neboli transkripce. Složení všech 
bílkovin v buňce, tj. pořadí jednotlivých aminokyselin v bílkovinách, je dáno pořadím bází 
v příslušných molekulách  informační RNA, která se označuje jako mRNA (mediátorová 
RNA). Pořadí aminokyselin je v mRNA zakódováno tak, že určitá trojice bází znamená 
určitou aminokyselinu (tzv. tripletový kód). Protože ze čtyř bází je možno vytvořit 64 
kombinací po třech bázích a aminokyselin je jen 20, jsou některé aminokyseliny kódovány 
několiky triplety (čili kodóny) a navíc tři triplety (UAG, UAA, UGA) neznamenají žádnou 
aminokyselinu a nazývají se kodóny beze smyslu. Triplety, které znamenají tutéž 
aminokyselinu, se liší pouze ve třetí bázi, takže tuto bázi můžeme pokládat za méně důležitou 
než první dvě báze v tripletu. 
Syntéza bílkovin probíhá tak, že molekula mRNA prochází ribozomy a podle ní jsou 
prostřednictvím transferových RNA (tRNA) seřazovány jednotlivé aminokyseliny. Každá 
aminokyselina má alepoň jednu specifickou tRNA, která má ve své molekule určité místo, 
kam se váže daná aminokyselina. Vodíkovými můstky mezi některými bázemi je řetězec 
tRNA v určitých místech propojen tak, že vytváří prostorový útvar s několika nepárovanými 
úseky ve tvaru kliček. Na vrcholu jedné kličky je tzv. antikodón, což jsou doplňkové báze ke 
kodónu dané aminokyseliny. Jednotlivé tRNA se napojují antikodónem na kodón mRNA 
v ribozomu, a tím přenášejí svou aminokyselinu na správné místo při syntéze bílkoviny. Tím 
tRNA převádějí pořadí bází v mRNA na pořadí aminokyselin v bílkovině, a tak „překládají“ 
genetickou informaci „z řeči bází do řeči aminokyselin“. Hovoříme proto o překladu 
genetické informace neboli translaci.  
U bakterií vzniká jedna molekula mRNA transkripcí několika genů, takže nese informaci o 
pořadí aminokyselin v několika bílkovinách. Konce jednotlivých bílkovin jsou vyznačeny 
kodóny beze smyslu, které proto dostaly název terminační kodóny. Začátek syntézy nové 
bílkoviny nastává opět až tam, kde se v mRNA objeví triplet AUG nebo GUG. Tyto triplety 
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se proto označují jako tzv. iniciační kodóny. Kromě iniciační funkce ovšem tyto kodóny také 
kódují určitou aminokyselinu (tj. methionin) 
U eukaryotních mikroorganismů zatím byly zjištěny pouze mRNA, které nesou informaci o 
složení jen jedné molekuly bílkoviny. Přesto výskyt kodónu beze smyslu znamená i u nich 
konec syntézy bílkoviny. 
DNA eukaryot obsahuje v genu kódujícím určitou bílkovinu také úsek nebo úseky bez 
kódovací funkce, takže mRNA obsahuje více tripletů, než je počet aminokyselin v molekule 
příslušné bílkoviny. Úseky DNA, které nemají kódovací funkci, se nazývají introny a úseky 
s kódovací funkcí jsou exony. V eukaryotních buňkách je přítomen systém enzymů, který 
rozpozná přepis intronů v mRNA a z mRNA jej vyřízne. Zbylé exony jsou pak spojeny, aby 
mohly sloužit v ribozomech jako předloha pro syntézu příslušné bílkoviny. DNA prokaryot   
introny neobsahuje a prokaryotní buňky také nemají vyvinutý enzymový systém pro vyříznutí 
přepisů intronů z mRNA. 
mRNA, udávající složení indukovatelných nebo reprimovatelných enzymů, se syntetizuje 
v buňce jenom za podmínek indukce nebo deprese, tj. za podmínek dovolujících syntézu 
těchto enzymů.  
Životnost mRNA v buňce je velmi nízká – u bakterií jednu až šest minut, u kvasinek kolem 
20 minut. To znamená, že mRNA se v buňce neustále syntetizují a odbourávají, takže se 
v buňce rychle odstraní ta mRNA, podle níž by se tvořily nepotřebné bílkoviny. [8,11]   
 
3.3 Možnosti identifikace kvasinkových kmenů pomocí metod molekulární 
biologie 
 
3.3.1 Izolace DNA 
Principy izolace DNA vycházejí z chemických vlastností deoxyribonukleové kyseliny: 
1. Fosfátové estery jsou silné kyseliny a chovají se jako anionty při neutrálním pH 
2. DNA se snadno precipituje alkoholem 
3. Base jsou jen slabě basické a bez náboje 
4. Vodíkové vazby mezi skupinami –NH2 a –OH jsou stabilní od pH 4 do pH 9 
5. Nukleové kyseliny mají maximum absorpce UV světla při 260 nm, jednovláknová 
DNA dává o 20-30% větší absorpci než dvouvláknová 
6. DNA je mimořádně stabilní molekula a zaujímá obvykle konformace A,B,C nebo Z. 
Předpokladem pro úspěšné provedení PCR je získání extraktu nukleové kyseliny 
z testovaného materiálu. Nukleové kyseliny lze izolovat z nejrůznějšího biologického 
materiálu po dokonalém rozrušení buněk. Dochází tedy ke zbavení se buněčné stěny a jaderné 
membrány (lyze buňky). Čím je tato lyze úspěšnější a také separace DNA od balastních látek 
(bílkoviny, nepotřebné buněčné struktury), tím je koncentrace a čistota DNA v roztoku vyšší. 
Tomuto procesu se říká izolace. K izolaci DNA byla vyvinuta řada metodik v různých 
modifikacích. DNA musí být získána v dostatečném množství a kvalitě. Kvalita je určena 
délkou fragmentů a stupněm poškození, které může být způsobeno působením nukleáz, 





Nukleové kyseliny jsou extrahovány do vodných roztoků obsahujících obvykle pufr 
s přísadou tensidů (uvolňují nukleové kyseliny z vazby s bílkovinami), deproteinačních 
činidel (nejčastěji se užívá fenol), inhibitorů enzymů štěpících nukleové kyseliny (nukleas), 
případně dalších látek. Z extraktu lze nukleové kyseliny vysrážet opatrným přidáním 
ethanolu. [13,14,15] 
 
3.3.1.1 Měření koncentrace a čistoty získaného vzorku DNA a RNA.  
V běžné praxi se používají dvě metody. Jestliže je vzorek čistý, tj. neobsahuje významné 
množství nečistot jako jsou bílkoviny, fenol, agarosa, pak spektrofotometrické měření v UV 
světle je jednoduché a přesné. Jestliže je množství DNA nebo RNA velmi malé (<25 mg/l) 
nebo vzorek obsahuje významné množství nečistot, pak koncentrace nukleových kyselin 
může být zjištěna z intenzity fluorescence emitované ethidiumbromidem srovnáním se 
vzestupnou řadou standardních vzorků DNA o koncentraci od 0,5 - 50 mg/l. Touto metodou 
je možno zjistit tak malé množství jako je 1 - 5 ng DNA. Při spektrofotometrickém měření se 
vzorek nejprve naředí destilovanou vodou. Měří se při vlnových délkách 260 a 350nm. [22] 
3.3.2 Polymerasová řetězová reakce (PCR) 
 
Je enzymová metoda sloužící k syntéze definovaného úseku DNA in vitro, pro nějž jsou 
k dispozici oligonukleotidové primery komplementární k 3´a 5´- koncovým sekvencím úseku 
jenž má být amplifikován. Tato metoda, která znamenala revoluci v metodice molekulární 
biologie, poskytuje až 106 násobné pomnožení během 2-3 h. Jednotlivé kroky amplifikace 
jsou: 
1) denaturace templátu (95°C) 
2) připojení primerů (55°C) 
3) prodloužení připojených primerů DNA polymerasou (75°C) 
 
Opakování těchto kroků vede k syntéze segmentu s konci definovanými primery, které jsou 
inkorpovány do nově vznikajících molekul. Fragmenty této délky tvoří hlavní produkt reakce, 
ale kromě toho vznikají i delší fragmenty DNA. Jejich podíl se však v průběhu reakce snižuje. 
Při prvním reakčním cyklu vznikají delší fragmenty než odpovídá vzdálenosti vymezené 
zvolenými primery. Ve druhém cyklu poskytují tyto nově vzniklé molekuly již fragmenty 
DNA požadované délky, jejichž podíl exponenciálně roste v následujících cyklech reakce. 
Delší molekuly budou produkovány i nadále, ale jejich množství bude stoupat pouze lineární 
rychlostí. Doba zdvojení odpovídá jednomu cyklu denaturace templátu, připojení a extenze 
primeru. 
Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je možné PCR použít pro zjištění přítomnosti velmi 
malého množství nukleové kyseliny ve vzorku ( teoreticky by měla stačit jediná molekula 
DNA nebo ve zvláštních případech RNA). Základem úspěšné reakce je použití neporušeného 
úseku DNA, který má být amplifikován (pomnožen). Velmi důležitým předpokladem pro 
úspěšnou reakci je navržení vhodných primerů tak, aby byla zajištěna specifita reakce. Jak 
návrh oligonukleotidových primerů tak programování reakčních kroků vychází z obecné 
znalosti struktury DNA a ze znalosti sekvence, k níž jsou příslušné oligonukleotidy 
komplementární. Je tedy nutné zdůraznit, že pro PCR je nutno znát sekvence alespoň 
hraničních úseků fragmentu, který má být amplifikován. [16,17,23] 
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Pro PCR jsou nutné: 
 
1) 2 oligonukleotidové primery ( každý cca 20 nukleotidů) komplementární k 3´-
koncovým sekvencím obou komplementárních řetězců úseku, jenž má být 
amplifikován. 
2) Cílová DNA, která slouží jako templát pro reakci. Jedná se o úsek izolované 
dvojřetězcové DNA, který zahrnuje sekvenci vymezenou oběma primery. 
3) Termostabilní DNA polymerasa stálá i při teplotě 95 °C. 
4)  Směs všech čtyř deoxyribonukleotidů.  
5) Vhodný pufr obsahující Mg2+ ionty. [16] 
 
Požadavky kladené na primery 
 
Ve většině reakcí je vhodná sekvence a koncentrace primerů parametrem rozhodujícím o 
úspěšném výsledku. Pro návrh vhodných primerů platí několik zásad. Je třeba však zdůraznit, 
že nejsou univerzální pouze orientační. 
1) Zpravidla obsahují 18-24 nukleotidů. 
2) Neobsahují sekundární strukturu (nejsou v nich inversně opakované sekvence). 
3) Mají vyvážený poměr G/C a A/T párů. 
4) Nejsou vzájemně komplementární (netvoří vzájemně submery). 
5) Mají přijatelnou teplotu tání, která dovoluje jejich připojení k templátu (cca 55-65°C) 
– vyšší teplota zpravidla představuje vyšší specifitu, oba primery by měly mít 
podobnou teplotu tání. Jejich optimální koncentrace v reakci je zpravidla 0,1-0,6 μM, 
vyšší  koncentrace mohou vést ke vzniku nespecifických produktů. 
6) Na 5´-konec je možné přidat nekomplementární báze (např. pro zavedení restrikčního 
místa). 
 
Vzhledem k tomu, že se jedná o řetězovou reakci, tj. jedna molekula poskytuje dva úseky, 
následně vznikají 4 pak 8 atd., lze opakováním třístupňových cyklů dosáhnout 106 násobného 
pomnožení během 2-3 h. [16,18,21] 
 
3.3.2.1 Termostabilní DNA polymerasy 
 
Jak již bylo řečeno, PCR využívá termostabilní DNA polymerasu pro opakovanou syntézu 
obou vláken. Podmínka teplotní stability enzymu je dána tím, že jedním krokem opakovaných 
cyklů je denaturace DNA tj. oddělení komplementárních vláken templátu za vysoké teploty 
(cca. 95 °C). Pokud by byla DNA polymerasa při tomto kroku inaktivována (což je příklad 
všech běžných enzymů), bylo by nutno dodat je při každém cyklu po denaturaci přidat. 
V principu by byl tento postup možný, metoda by se však stala natolik nákladnou, že by byla 
nepoužitelná. 
Použití termostabilní DNA polymerasy (Tag DNA polymerasa z termofilní bakterie Thermus 
aquaticus) zajišťuje dostatečnou aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Tag DNA 
polymerasa má teplotní optimum při 75°C a poločas inaktivace při 95°C je přibližně 40 min. 
Jedná se o enzym, který má pouze 5´-3´polymerasovou aktivitu a postrádá 3´-
5´exonukleasovou aktivitu, což znamená, že tento enzym není schopen opravovat chyby 
vzniklé při replikaci. Je-li použita k amplifikaci sekvence dlouhé 200 párů bází, tato DNA 
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polymerasa, jejíž frekvence inkorporace chyb odpovídá cca 2x10-4 chyb/bázi, bude při 106 
amplifikaci cca 56% amplifikačních produktů obsahovat jednu nebo více nesprávně 
inkorporovaných bází. 
Pro řadu aplikací však tato přesnost vyhovuje a výhodou tohoto enzymu je jeho poměrně 
vysoká procesivita, což je termín vyjadřující schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA. 
V případě Tag DNA polymerasy se jedná o úseky až 10kb (kilobází-tisíci deixynukleotidů). 
Je však třeba připomenout důležitou vlastnost Tag DNA polymerasy, a to limitovanou 
aktivitu terminální transferasy, tj. schopnost připojovat na 3´-konce syntetizovaných 
fragmentů jeden nukleotid (thymidin). Je zřejmé, že se tyto fragmenty nehodí pro přímou 
ligaci s fragmenty s tupými konci a je nutno je dále štěpit, „zatupit“ nebo použít pro tzv. TA 
klonování. 
Kromě Tag DNA polymerasy jsou používány také Pwo a Pfu DNA polymerasy (zdroj - 
Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tyto enzymy mají kromě polymerasové aktivity 
také 3´-5´exonukleasovou aktivitu, umožňující opravu chybně inkorporovaných 
deoxynukleotidů. Produkty těchto enzymů jsou syntetizovány s desetinásobně vyšší přesností 
ve srovnání s Tag polymerasou. Přesnost in vitro polymerace je jedním z nejdůležitějších 
parametrů při PCR a je vyžadována především pro: klonování fragmentů,                        
studium alelického polymorfismu jednotlivých RNA transkriptů, charakterizace jednotlivých 
buněčných populací v kultuře, charakterizace málo častých mutací ve tkáni 
Nevýhodou je jejich nižší procesivita (tj. schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA) ve 
srovnání s Tag polymerasou. Tento nedostatek je odstraněn ve směsích nebo stabilizací 
enzymu. Např. pro enzym Pfu Turbo DNA polymerasu, což je Pfu DNA polymerasa a „nový 
termostabilní faktor“ udává výrobce (Stratagene) schopnost amplifikace komplexních 
geonomových DNA v délce až 10 kb pro vektory až 15 kb. Samotná Pfu polymerasa 
zpravidla postačuje k replikaci běžných plastidů v celé délce. 
Tht DNA polymerasa je enzym izolovaný z bakterie Thermus thermophilus, který má stejné 
teplotní optimum jako Tag DNA polymerasa. Předností tohoto enzymu je jeho schopnost 
působit i jako reversní transkriptasa a tedy možnost přípravy cDNA. Kombinace reversní 
transkripce a amplifikace jejího produktu se zkráceně nazývá RT-PCR. Tato metoda slouží 
k detekci, kvantifikaci, klonování a analýze genové exprese na úrovni RNA. 
V součastné době jsou k disposici také komerčně dostupné směsi termostabilních DNA 
polymeras, které vykazují kombinaci výhodných vlastností tj. procesivity a přesnosti. 
Všechny zmíněné termostabilní DNA polymerasy mohou inkorpovat i modifikované báze, 





Termocyklér je programovatelný termostat, který musí být schopen přechodu mezi 
jednotlivými teplotami. Hlavními požadavky jsou přesnost teploty a rychlost přechodu mezi 
jednotlivými teplotami. V současné době existuje celá řada výrobců těchto přístrojů s různými 







3.3.2.3 Průběh PCR 
 
Denaturace templátu 
Tohoto efektu je dosaženo zvýšením teploty vzorku na 95°C. DNA je denaturována zpravidla 
1-5 min. Je důležité, aby došlo ke kompletní denaturaci (oddělení) obou vláken. Jinak by totiž 
mohlo dojít k velmi rychlé renaturaci celé molekuly, což by zabránilo interakci s primery. 
 
Připojení primerů (annealing) 
Tímto druhým stupněm je vlastně denaturace, při níž je reakční směs ochlazena na zvolenou 
teplotu, která se (dle teploty charakterizující stabilitu duplexu DNA-primer) pohybuje kolem 
55°C. Teplota vhodná pro tuto reakci závisí na délce oligonukleotidu  a na zastoupení A-T a 
G-C párů (tři vodíkové můstky fixující G-C zvyšují stabilitu a tím i denaturační teplotu). Lze 
ji zpravidla vyčíst přímo z údajů výrobce primerů. Pro její výpočet existuje řada postupů, 
z nichž jeden uvádím: 
 
Tm= 4°C x (počet G + počet C) + 2°C x (počet A + počet T) 
Tanneal.= Tm - 4°C 
 
Pro řadu primerů délky kolem 20 nukleotidů však vyhovuje annealing při teplotě 54°C a 
protokol je případně dále optimalizován dle výsledků dosažených v prvním experimentu. 
 
Syntetická fáze 
Jedná se o extensi připojených primerů DNA polymerasou. V této fázi jsou tedy připojovány 
jednotlivé deoxynukleotidy ve směru 5´-3´. Teplota je v případě použití Tag polymerasy při 
tomto kroku zvýšena na 75°C, což je teplotní optimum tohoto enzymu. Výtěžek je závislý na 
vhodných reakčních podmínkách, které je často třeba optimalizovat. Jedná se zejména o 
koncentraci Mg2+ iontů a annealing teplotou. Kromě molekuly DNA, jejíž úsek má být 
kopírován, jsou v mikrozkumavce přítomné další složky reakční směsi: oba primery, 
ekvimolární směs všech čtyř oligonukleotidů, termostabilní DNA polymerasa, pufr zajišťující 





Obrázek č. 5: Průběh PCR [20] 
 
Metoda PCR umožnila řadu experimentálních přístupů, jež byly dříve neproveditelné a počet 
aplikací PCR neustále vzrůstá. PCR nachází uplatnění při syntéze fragmentů DNA na základě 
chromosomální DNA nebo RNA (cDNA – získaná reversní transkripcí mRNA) při: 
1) Detekci infekčních mikroorganismů a virů v potravinách, vodě a půdě. 
2) Kontrola výrobků (např. zjišťování geneticky modifikovaných potravin). 
3)  Mapování geonomů. 
4) Charakterizaci genů. 
5)  Prenatální diagnostiku dědičných chorob. 
6) Preimplantační diagnostiku a typizaci. 
7) Průkaz identity v kriminalistice při určování paternity. 
8) Analýzu alelických sekvenčních změn. 
9) Analýzu prehistorických DNA z fosilií. 
10) Izolaci určitého genu ze vzorku tkáně. 
11) Značení DNA inkorporací značených nukleotidů – příprava DNA sond pro hybridizace. 
12) Příprava cDNA (komplementární DNA) na základě zpětného přepisu mRNA.                          
13) Získání fragmentů DNA pro přímé klonování úseků DNA . 
14) Příprava velkého množství templátu pro sekvencování. 
15) Oligonukleotidově řízenou metagenezi. [16,17,18,19] 
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3.3.2.4 Přehled PCR metod 
 
PCR se využívá k identifikaci kvasinkových kmenů v kombinaci s dalšími metodami: 
1) RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism (polymorfismus délek 
restrikčních fragmentů). Principem metody je inkubace PCR produktu, získaného 
amplifikací pomocí známých primerů, s restrikčním enzymem (tzv. digesce), při níž 
dojde k rozštěpení DNA na specifické nukleotidové sekvence. 
2) PCR-fingerprinting – Metoda používá jednoduché opakující se primery (GAC)5, 
(GTG)5 a DNA bakteriofága M13 hlavně sekvence (GAGGGTGGXGGXTCT). 
Opakující se sekvence DNA (GTG) a (GAC) jsou zastoupeny v eukaryotech včetně 
kvasinek. PCR-fingerprinting umožňuje rozlišení kvasinek na úrovni druhů  
i poddruhů, což lze využít pro rozpoznání nežádoucí kontaminace během výrobního 
procesu. Díky vysoké robustnosti metody lze pomocí vzniklých proužků rozlišit tři 
velice blízce příbuzné druhy kvasinek: Z. bailii, Z. bisporus, Z. lentus. Fingerprinting  
s použitím (GTG)5 je používán pro budování databází sloužících k rychlé identifikaci 
nově izolovaných vzorků.  
3) RAPD – Random Amplified Polymorphic DNA (polymorfismus náhodně 
amplifikované DNA). RADP analýza je založena na použití krátkých selektivních 
oligonukleotidových primerů, které hybridizují s homologními sekvencemi templátové 
DNA, čímž umožňují amplifikaci polymorfních fragmentů DNA. K analýze stačí 
velmi malé množství DNA cca 25 ηg. Metoda umožňuje rozlišení kvasinek na úrovni 
druhů a poddruhů. Dále umožňuje rozlišení i malých rozdílů mezi kmeny patřícími ke 
stejnému druhu. Reprodukovatelnost RAPD je spojena s přesným dodržováním 
pravidel týkajících se teplotního profilu.  
4) AFLP – Amplified Fragment Length Polymorphism (polymorfismus délek 
amplifikovaných fragmentů). Princip metody spočívá v digesci buněčné DNA se 
dvěma restrikčními enzymy a následném prodloužení specifických fragmentů pomocí 
specifických selektivních primerů. AFLP je složena ze 4 základních kroků:  
1) restrikce - (štěpení) DNA pomocí 2 restrikčních endonukleas, 2) ligace - pomocí T4 
ligasy jsou ke všem fragmentům připojeny adaptory, 3) preselektivní amplifikace – 
namnožení fragmentů přidáním selektivních primerů, 4) selektivní amplifikace – 
redukce naamplifikovaných fragmentů použitím primerů se třemi selektivními 
nukleotidy. Metoda byla vyvinuta pro screening kultivarů rostlin lišících se  
v agronomických rysech. Systém se později ukázal jako vhodný pro identifikaci 
mikroorganismů včetně kvasinek. Míra rozlišení může být ovlivněna volbou 
restričních enzymů a selktivitou oligonukleotidových primerů použitých pro 
amplifikaci DNA. AFLP technika poskytuje lepší rozlišení mezi Z. bailii než PCR-
fingerprinting s (GTG)5. Výhodou AFLP je dobrá reprodukovatelnost oproti RAPD a 
PCR-fingerprintingu.  
5) Nová PCR metoda pro monitorování vinného kvašení. Metoda je založena na změně 
pořadí a pozice intronů v mitochondriálním genu COX1. Důležitou vlastností této 
metody  je její jednoduchost, která nevyžaduje izolaci DNA. Umožňuje rychlé 
odhalení startovací kultury kvasinek během fermentačního procesu. Hlavní výhoda pro 
vinařské závody je možnost použití vzorku přímo pro PCR reakci, která poskytne 
velmi rychle výsledky (cca 8 h) a dovolí jim v případě nutnosti rychle zasáhnout. 
[20,28,29] 
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 3.3.3 Identifikace kvasinkových kmenů  
 
3.3.3.1 Metoda PCR/RFLP 
 
Definované štěpení DNA bylo umožněno objevem restrikčních endonukleas. Tyto enzymy 
štěpí DNA na zcela určité centrálně symetrické sekvenci nukleotidů zvané palindrom. 
Restrikční endonukleasy jsou součástí tzv. restrikčně modifikovaných mechanismů bakterií. 
Tento systém je zajišťován dvěma druhy enzymových aktivit. Methylační aktivita slouží ke 
specifické modifikaci vlastní, buněčné DNA čímž ji označuje jako materiál, který má být 
chráněn před degradací vlastními enzymy. Restrikční aktivita katalyzuje štěpení cizorodé 
DNA, která není tímto způsobem v příslušných sekvencích modifikována. Restrikční 
endonukleasy rozpoznávají krátké sekvence dvouřetězcové DNA a štěpí ji v těchto 
specifických místech nebo poblíž nich.  
Jsou známy tři typy restrikčních endonukleas. Typy I a III vykazují zároveň modifikační i 
ATP-dependentní restrikční aktivitu. Enzymy skupiny I se váží na specifickou rozpoznávací 
sekvenci, ale štěpí v nedefinované oblasti mimo tuto rozpoznávací sekvenci. Enzymy první 
skupiny nemají praktické využití při genových manipulacích. Uplatnění nenašly ani enzymy 
III skupiny, které také rozpoznávají specifické sekvence, které však nemusí být vždy 
symetrické. Ke štěpení pak dochází opět mimo tuto oblast. Nejvhodnější pro klonování jsou 
enzymy II skupiny, které jsou přísně specifické a rozpoznávají sekvence a rotační symetrii 
(tzv. palindromové sekvence). Jedná se o úseky dvojvláknové DNA, které mají v obou 
vláknech opačně orientovanou sekvenci. Délka těchto sekvencí se pohybuje nejčastěji mezi 
čtyřmi a šesti páry bází. Tento parametr je rozhodující pro četnost, se kterou bude enzym 
štěpit molekulu DNA.  
Je logické, že frekvence výskytu delší sekvence (např. CCCGGG – cílová sekvence pro 
XmaI) bude ve stejné molekule DNA méně častá než kratší úsek (např. CCGG – cílová 
sekvence pro MspI) a při štěpení XmaI budou tedy vznikat delší fragmenty než v případě 
štěpení MspI. Je také třeba přihlédnout k faktu, že některé sekvence, byť stejně dlouhé se 
obecně vyskytují méně často než jiné. Volbou restrikční endonukleasy lze tedy ovlivnit délku 
vznikajících úseků. Dále lze rozdělit enzymy této skupiny podle způsobu jakým štěpí na tři 
podskupiny: 
1) Štepení poskytující jednovláknové, přečnívající úseky na 5´-koncích. Tímto způsobem 
vznikají tzv. kohezní („lepivé“) konce, které se mohou navázat na komplementární 
úseky jiného fragmentu DNA vzniklého působením stejného enzymu. Takto štěpí 
např. enzym EcoRI, což je enzym jehož název je odvozen od názvu kmene z něhož se 
byl izolován: Escherichia coli RY13. Podobným způsobem jsou odvozeny jména 
všech restrikčních endonukleas. 
2) Štěpení, jehož výsledkem je vznik přečnívajících úseků na 3´-koncích rovněž 
poskytuje možnost velmi účinné ligace fragmentů štěpených stejným enzymem nebo 
enzymy poskytující alespoň částečně komplementární úseky. 
3) Štěpení, poskytující zarovnané (tzv. tupé, „blunt“ konce), vznikající uprostřed cílové 
sekvence. Všechny enzymy této podskupiny tedy poskytují fragmenty vzájemně 
kompatibilní. Jejich spojení však zpravidla není tak snadné jako je tomu u fragmentů 




3.3.3.2 Štěpení DNA restrikčními endonukleasami 
 
Při použití restrikčních enzymů je vždy vhodné řídit se pokyny výrobce, který udává základní 
informace jako je optimální teplota, stabilita (např. poločas při reakční teplotě) případná 
inhibice při štěpení methylovaných sekvencí. S enzymem je vždy dodáván i pufr 
v desetinásobné koncentraci, zajišťující po zředění reakční podmínky pro maximální aktivitu. 
Restrikční enzymy se uchovávají při -20°C. V důsledku přítomnosti solí a glycerolu zůstávají 
roztoky i při této teplotě kapalné a mohou být pipetovány. Pro zachování jejich aktivity je 
třeba zásobní roztok enzymu umístit do ledu a pracovat rychle, aby mohl být co nejdříve 
umístěn zpět do -20°C. Před použitím může být enzym krátce odstředěn (několik sekund) tak 
aby byl veštkerý roztok ze stěn a víčka koncentrován na dně zkumavky. Pro reakci se používá 
zpravidla 1 U enzymu na štěpení 1 μg DNA (1 U je definována jako množství enzymu 
schopné rozštěpit 1 μg DNA  za optimálních podmínek během jedné hodiny). Objem 
přidaného enzymu by měl být vždy menší než 1/10 celkového objemu reakční směsi neboť 
glycerol ve vyšší než 1%ní koncentraci může inhibovat reakci.  
Pokud je třeba pro získání určitého fragmentu štěpit DNA více enzymy je možno provést 
štěpení současně pouze za předpokladu, že oba působí za stejných podmínek (stejné složení 
reakční směsi). V opačném případě je nutno štěpit postupně nejprve enzymem štěpícím 
v nižší iontové síle a pak směs upravit a přidat druhý enzym. Není-li to možné (je-li složení 
pufrů odlišné), je třeba po jednotlivých krocích purifikovat DNA extrakcí a precipitací.  
Kritickým parametrem při štěpení restrikčními endonukleasami je čistota použité DNA. 
Nečistoty, které mohou být přítomny po její izolaci, jako jsou proteiny, fenol, chloroform, 
EDTA, SDS nebo vysoká koncentrace solí mohou inhibovat aktivitu enzymu. Zmíněné 
nečistoty jsou velmi často přítomny v DNA získané minipreparací. Někdy je možno zlepšit 
výsledek zvětšením reakčního objemu, což má za následek zředění nečistot. Může být také 
prodloužena reakční doba (pokud je enzym stabilní) nebo být použito větší množství enzymu. 
Některé vzorky DNA po minipreparaci jsou znečištěny enzymy štěpícími DNA.  
Pro jejich činnost je nutná přítomnost Mg2+ iontů. Přítomnost EDTA tedy inhibuje tyto 
nukleasy. K jejich aktivaci však dochází po přidání pufru pro restrikční endonukleasy. 
Některé restrikční endonukleasy vykazují nespecifické štěpení dalších sekvencí kromě 
rekogniční sekvence příslušného enzymu (tzv. „star activity“). Většinou jsou štěpeny 
sekvence podobné rekogničním místům. K této aktivitě dochází za extrémních nestandartních 
inkubačních podmínek, mezi něž patří např.: 
1) Vysoká koncentrace glycerolu. 
2) Vysoký poměr enzymu k DNA (> 100 U/μg DNA). 
3) Nízká iontová síla. 
4) Vysoké pH. 
5) Přítomnost organických rozpouštědel (DMSO, ethanol, ethylenglykol).  
6) Záměna Mg2+ jinými ionty Mn2+, Cu2+, Co2+. 
Tuto nestandartní aktivitu vykazují i běžné enzymy jako jsou EcoRI, BamHI, HindIII, KpnI a 
SalI. Proto je třeba snažit se dodržet přesně reakční podmínky doporučované dodavatelem 
jednotlivých enzymů. Lze říci, že různé restrikční endonukleasy mají různá rekogniční místa. 
Existují však také některé sekvence, které jsou štěpeny více enzymy. Enzymy jejichž cílové 
sekvence jsou totožné se nazývají izoschizomery. Kromě toho jsou známy některé enzymy 
štěpící tetranukleotidové sekvence a poskytující shodné přečnívající konce jako např. MboI 
jehož působením vznikají konce komplementární s konci po štěpení BamHI. [16,25] 
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3.3.3.3 Mechanismus účinku restrikčních endonukleas 
Restrikční analýza DNA je metodou charakterizace DNA pomocí jejího štěpení restrikčními 
endonukleasami na fragmenty. Identifikace a analýza produktů štěpení se provádí 
elektroforetickým dělením. Je známo velké množství bakteriálních restrikčních endonukleas 
(asi 1500), které se liší od sebe tím, že rozpoznávají různé krátké sekvence nukleotidů - 4, 6, 8 
a že štěpí DNA na různě dlouhé fragmenty podle individuálního pořadí bazí a podle 
rozpoznané sekvence. Za daných podmínek vzniká reprodukovatelný počet restrikčních 
fragmentů o určité opět reprodukovatelné délce (= počtu bazí). Počet i délka fragmentů je pro 
daného jedince specifická. Některé restrikční endonukleasy jsou citlivé na methylaci DNA. V 
některých případech methylace adeninu a methylace cytosinu inhibují štěpení, v jiných je 
methylace pro štěpení nezbytná.  
Odlišení různých DNA se provádí na základě polymorfismu délky štěpných úseků. Tento 
polymorfismus vzniká na základě přítomnosti nebo nepřítomnosti rozpoznávacích a štěpných 
míst. Obecně restrikční endonukleasy, které rozpoznávají kratší sekvenci, štěpí DNA častěji 
na menší úseky, zatímco restrikční endonukleasy rozpoznávající delší sekvenci štěpí méně 
často a na delší fragmenty. Při neúplném (parciálním) štěpení DNA vlivem nevhodných 
reakčních podmínek vznikají delší úseky (například velký obsah bílkovin, nevhodná teplota, 
nedostatečná doba). Hvězdičkové štěpení (tzv. „star“ aktivita enzymu) je způsobeno 
nespecifickým štěpením mimo rozpoznávací místa. Vzniká tak mnoho krátkých úseků. Tento 
analyticky nepříznivý stav může být způsoben například nadbytkem glycerolu v reakci. Proto 
nelze zvyšovat koncentraci restrikčního enzymu v reakci zvyšováním použitého objemu, ale 
použitím stejného objemu enzymu ze zásoby o vyšší koncentraci. [16,22,24,26] 
Příklady restrikčních endonukleas a jejich specifických restrikčních míst, viz. příloha č. 2.  
3.3.4 Princip elektromigračních metod 
 
Elektromigračními či elektroforetickými metodami nazýváme soubor technik, které využívají 
k separaci pohyb nabitých částic v elektrickém poli. Elektroforesa jako separační technika 
která byla prvně použita Tiseliem, který na jejím základě už v roce 1937 rozdělil směs 
bílkovin. Později za tento objev obdržel Nobelovu cenu. 
Jestliže jsou látky nesoucí náboj rozpuštěny v elektrolytu a umístěny v elektrickém poli, 
začnou se pohybovat konstantní rychlostí úměrnou velikosti jejich nábojů, anionty k anodě a 
kationty ke katodě. Částice jsou při průchodu okolním médiem vystaveny odporu sil vnitřního 
tření. Jejich mobilita je tedy výsledkem rovnováhy mezi silou, působící na ionty 
v elektrickém poli a silou vnitřního tření. Síla vnitřního tření se mění s viskozitou prostředí. 
Proto se změnou teploty dojde ke změně této síly a tudíž i ke změně rychlosti pohybu částice. 
V průběhu elektroforesy dojde k ustanovená rovnováhy, která je definována rovnováhou mezi 
silou elektrického pole a silou vnitřního tření. Při rovnováze budou mít obě síly stejnou 
hodnotu, ale opačného směru.  
Malé částice s velkým nábojem mají velkou mobilitu (pohyblivost), zatímco velké částice 
s malým nábojem mají mobilitu malou. Efektivní mobilita, tj. mobilita, kterou skutečně při 
elektroforese naměříme, bývá obvykle nižší než teoretická elektroforetická mobilita a je 
závislá na pH a použitém pufru. [16] 
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K identifikaci, separaci a purifikaci fragmentů DNA získaných pomocí PCR se používá 
elektroforesa v agarosovém gelu. Fragmenty DNA jsou děleny v elektrickém poli v závislosti 
na jejich velikosti. Touto metodou může být detekován až 1 ng DNA. Rozdělené fragmenty 
DNA lze izolovat přímo z gelu a použít pro další práce. Volbou typu a koncentrace gelu lze 
zajistit vhodné podmínky pro dělení fragmentů v různých rozmezích molekulových 
hmotností.  
Tabulkač.1: Rozmezí molekulových hmotností DNA separovaných v agarosovém gelu o 




Rozmezí molekulových hmotností 










Protokol agarosové elektroforesy lze rozdělit do tří fází: 
Příprava gelu vhodné hustoty, volené tak aby bylo zajištěno optimální rozdělení očekávaných 
fragmentů DNA. 
Vzorky DNA jsou aplikovány do jamek v gelu a děleny za napětí vhodného pro elektroforesu 
po dobu odpovídající optimální separaci. Pro dosažení optimálního rozdělení fragmentů 
větších než 2 kb se doporučuje napětí odpovídající 5V/cm (cm vyjadřují vzdálenost mezi 
elektrodami). Rozdělení lze monitorovat na základě rozdělení proužků barviv o známých 
molekulových hmotnostech. Pro tento účel se nejčastěji používá bromfenolová modř, která 
putuje s fragmenty DNA o velikosti cca 0,5 kb a xylen cyanol zpravidla putující s fragmenty 
velikosti 5 kb. Takže bromfenolová modř, odpovídající zpravidla nejkratším fragmentům a 
bývá indikátorem čela elektroforesy. 
Gel je barven ethidium bromidem (často je ethidium bromid přítomen již během 
elektroforesy). Ethidium bromid je interkalační činidlo (POZOR! Jedná se o potencionální 
karcinogen a proto je třeba pracovat v rukavicích a roztoky adekvátním způsobem likvidovat: 
oxidací (např. smícháním se stejným objemem SAVO), které se váže mezi vlákna DNA a 
červeno-oranžově fluoreskuje po ozáření UV zářením o vlnové délce 260-360 nm. Komplex 
DNA a ethidium bromid je vizualizován osvětlením pomocí zdroje UV záření tzv. 
transiluminátoru.  
V jednotlivých drahách jsou nanesena různá množství reakční směsi (v μl). Z intenzity pruhů 
lze odhadnout koncentraci DNA. 
Pro posouzení velikosti jednotlivých fragmentů se používají markery molekulových 
hmostností, což jsou komerčně dostupné směsi fragmentů DNA definovaných velikostí. 
Porovnání polohy získaného fragmentu s odpovídajícím fragmentem markeru slouží k odhadu 
jeho velikosti. Pro další použití lze fragmenty z gelu purifikovat (nejčastěji komerčními kity 
v minikolonách se speciálními nosiči). 




   
 























4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1 Chemikálie, suroviny a přístroje 
 
4.1.1 Použité chemikálie 
 
- restrikční endonukleázy - MseI, HaeIII, HinfI, AluI. 
- sodná sůl kyseliny ethylendiamintetraoctové EDTA (Sigma Aldrich s.r.o.,ČR) 
- agarosa EliPhore – pro velmi krátké úseky DNA, kat. č. 50156-125, Taq DNA polymerasa, 
  dNTP mix, 10x pufr (pro PCR mix), primery (ITS1,ITS4), délkové standardy – 100 bp,    
20bp: Ladder 40µg + 6x Gel Dye Solution 440µl, UltraCleanTM (Elizabeth Pharmacon 
s.r.o.,ČR) 
- EtOH, NaOH, Na2CO3 (Lachema, ČR) 
- H3BO3, ethidium bromid, Tris(hydroxymethyl)aminomethan C4H11NO3 (Serva Biotech,  
   Německo) 
 
4.1.2 Použité přístroje, zařízení 
  
- amplifikátor PTC-100TM (Programmable Thermal Controller), MJ Research, Inc, USA 
- vortex LABNET VX 100 (BIOTECH s.r.o.,ČR) 
- PCR box  (Bioair instruments, AURA MINI, Itálie) 
- elektroforetická vana  (Owl separation systeme, model – B2, BIOTECH s.r.o.,ČR) 
- zdroj napětí – Savant PS 250 (BIOTECH s.r.o., ČR) 
- exsikátor 
- centrifuga eppendorf – Centrifuge 5417R 
- mikrovlnná trouba ETA 1195, ČR 
- mikropipety Biohit (BIOTECH s.r.o., ČR) 
- digitální pH-metr (LABORATORY DIGITAL pH METER – OP-211/1, Maďarsko) 
- minicentrifuga National LABNET C-1200 (BIOTECH s.r.o., ČR) 
- analytické váhy – A & D, INSTRUMENTS LTD. 
- předvážky – A & D, EK – 600 H  
- transiluminátor (ULTRA.LUM.INC.) 
- software Scion Image  (BIOTECH s.r.o., ČR) 
 
                                            
 
Obrázek č. 7: Mikropipety Biohit 
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4.1.3 Ostatní pomůcky 
 
- špičky, plastový stojan, eppendorfovy mikrozkumavky, parafilm (American National CanTM, 
USA), buničitá vata, běžné laboratorní sklo. 
 
4.1.4 Použité suroviny 
 
červené víno – Svatý Vavřinec, soukromý vinař p. Šťavík, Pavlovice 
Typové kvasinky - pro porovnání výsledků získaných ze vzorků, analýzou pomocí metody 
PCR/RFLP bylo použito 41 kmenů kvasinek (CCY – Sbírka kultur kvasinek, Chemický ústav 
SAV v Bratislavě), viz. příloha č. 1. 
 
4.1.5 Odběr vzorků vinné révy 
 
Byly odebrány 3 vzorky půdy, listů a bobulí z různých částí vinice. Místa odběrů půdy, listů i 
bobulí byla shodná. 
 
Datum odběru: 26.9. 2006 
Čas odběru: 14:15 
Teplota: 27 °C 
 
půda: vzorky půdy byly odebrány pomocí předem vysterilizované lopatky do sterilních 
zavařovacích sklenic s uzávěrem. Mezi jednotlivými odběry byla lopatka desinfikována 
pomocí ethanolu. Odebrané vzorky byly do dne zpracování uchovány v ledničce při teplotě 
7 °C. 
 
listy: 2-3 listy byly odříznuty pomocí sterilního nože do předem vysterilizovaných 
zavařovacích sklenic s uzávěrem. Mezi jednotlivými odběry byl nůž desinfikován ethanolem. 
Vzorky listů byly zpracovány v den odběru. 
 
bobule: střapec vína byl odříznut pomocí sterilního nože, který byl mezi jednotlivými odběry 
desinfikován ethanolem. Takto získaný střapec se umístil do předem vysterilizované 
zavařovací sklenice s uzávěrem. Vzorky střapců byly zpracovány v den odběru. [31] 
 
4.2 Postup přípravy roztoků a chemikálií 
 
4.2.1 Příprava délkového standardu (100+bp, 100 bp, 20 bp) 
 
Délkové standarty byly připravovány podle návodu přiloženého od výrobce. 
Složení délkového standartu 100+bp: 
1 μl DNA délkového standartu (DNA Ladder) 
1 μl 6x koncentrovaného barvícího roztoku (6x Gel Dye Solution) 
4 μl sterilní destilované vody 
1 μl nanášecího pufru (Loading buffer) 
Délkový standart byl připravován v množství 30 μl, které stačilo na 6 agarosových gelů. 
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Složení délkového standardu 100 bp: 
     -     1 μl (0,5 μg) DNA délkového standardu 
     -     1 μl 6 x koncentrovaného barvícího pufru 
     -     4 μl  sterilní destilované vody 
Délkový standard byl připravován v pětinásobném množství (30 µl) do mikrozkumavky (0,2 
ml). Toto množství stačilo na 6 agarosových gelů. 
 
Složení délkového standartu 20 bp: 
- 0,75 μl DNA délkového standartu 
- 4,25 μl  sterilní destilované vody 
- 1 μl nanášecího pufru (Loading buffer)       
 
1320 bp 
1000 bp Æ 
100 bp Æ 
 
 
Obrázek č. 8: Délkový standard 100 bp firmy MO BIO 
 
4.2.2 Příprava roztoku fluorescenčního barviva ethidium bromidu 
 
Zásobní roztok ethidium bromidu o koncentraci 10 mg/ml byl připraven tak, že bylo naváženo 
10 mg EtBr a rozpuštěno v 1 ml destilované vody. Směs byla důkladně promíchána na 
vortexu a pro následné použití skladována při teplotě 4°C. Ethidium bromid je silný mutagen, 
je dobře rozpustný ve vodě i tucích tzn., že snadno proniká do živého organismu, kde 
interkaluje do vlákna nukleových kyselin. Proto je nutné zachovávat při práci s touto látkou 
bezpečnostní pravidla vycházející z bezpečnostních předpisů. 
 
4.2.3 Příprava Tris-borátového pufru (TBE) 
 
Nejprve byl připraven zásobní roztok (10x TBE), který byl dále použit pro přípravu 







Příprava zásobního roztoku: 
 
Pro přípravu zásobního roztoku bylo naváženo 108 g Tris a 55 g kyseliny borité. 
K naváženým chemikáliím bylo přidáno 40 ml 0,5 M roztoku EDTA o pH 8 a vše bylo 
v odměrné baňce o objemu 1 l doplněno po rysku destilovanou vodou. 
 
Příprava 0,5 M roztoku EDTA o pH 8,0:  
 
Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo 9,36 g EDTA a zalito destilovanou vodou, pH 8,0 
bylo upraveno pomocí 0,5% roztoku NaOH. 
  
Příprava pracovních roztoků: 
 
Ze zásobního roztoku TBE byl připraven pracovní roztok TBE (1x TBE). 100 ml zásobního 
roztoku (10 x TBE) bylo napipetováno do odměrné baňky o objemu 1 l a doplněno 
destilovanou vodou. Poté bylo přidáno 100 µl fluorescenčního barviva ethidium bromidu. 
Tímto postupem byl získán pracovní roztok, který byl použit jako elektrolyt pro elektroforesu. 
(roztok č. 1) 
Pracovní roztok pro přípravu agarosového gelu byl připraven stejným postupem, ale nebyl 
přidán ethidium bromid. (roztok č. 2) 
 
4.2.4 Příprava 0,7% agarosového gelu 
 
2,1 g  agarosy bylo naváženo do Erlenmayerovy baňky. Agarosa byla zalita 300 ml 
pracovního TBE pufru bez ethidium bromidu (roztok č. 2) a dokonale rozpuštěna 
v mikrovlnné troubě při výkonu 40 %. Roztok se nechal 5 krát projít varem.  
Po zchladnutí přibližně na 60°C bylo odměřeno 60 ml agarosy a přidáno 6,0 μl roztoku 
ethidium bromidu o koncentraci 10 mg.ml-1. Takto připravený roztok agarosy byl nalit  
do vyvážené vaničky a byl do něj vložen hřebínek na vytvoření jamek pro nanášení vzorků. 
Po 30 min tuhnutí při pokojové teplotě a dalších 30 min v lednici je gel připraven k detekci 
amplifikovaných fragmentů. V případě, že byly použity menší elektroforetické vany, byl 
objem agarosy adekvátně přizpůsoben. (40 ml agarosy s 4 μl ethidium bromidu).  
 
4.2.5 Příprava 2% agarosového gelu 
 
Do 500 ml Erlenmayerovy baňky bylo naváženo 6 g agarosy EliPhore – pro velmi krátké 
úseky DNA. Agarosa byla zalita 300 ml 1 x TBE pufru bez ethidium bromidu a rozpuštěna 
v mikrovlnné troubě při výkonu 40%. Směs se nechala 5x přejít varem. Další postup je 









4.2.6 Příprava octanového pufru 
 
2,46 g CH3COONa bylo naváženo do kádinky a rozpuštěno v destilované vodě. Poté bylo 
upraveno pH roztoku na 5,5 pomocí koncentrované HCl. Roztok byl kvantitativně převeden 
do odměrné baňky 10 ml a doplněn destilovanou vodou po rysku. Takto byl připraven 
octanový pufr o koncentraci 3 mol/l, který byl rozpipetován do eppendorfových 
mikrozkumavek a uchováván v lednici při 4 °C. 
 
4.2.7. Příprava 96% a 80%  ethanolu 
 
Příprava 96 % a 80 % EtOH byla nutná pro přečištění PCR produktů před restrikční analýzou. 
Postup byl následující: 
- 96%  ethanol - do 10 ml odměrné baňky bylo převedeno 9,6 ml absolutního EtOH (100 %) a 
doplněno po rysku destilovanou vodou. 
- 80%  ethanol - do 10 ml odměrné baňky bylo převedeno 8 ml absolutního ethanolu a 
doplněno po rysku destilovanou vodou. 
Připravený objem ethanolu byl rozpipetován do mikrozkumavek a uchováván v chladničce při 
4 °C pro další použití. 
 
4.3 Kultivace kvasinek a následná izolace DNA 
 
DNA pro identifikaci kvasinek pomocí metody PCR-RFLP byla získána z jednotlivých 
vzorků bobulí, půdy a listů (červeného vína z jižní Moravy) odebíraných ze třech různých 
míst vinice a následnou izolací. 
Čistá kultura byla získána následujícím postupem:  
 
4.3.1  Příprava živných půd 
 
Pro izolaci čisté kultury kvasinek byly připravovány tuhé půdy a šikmé agary ze sladiny. 
 
4.3.2  Příprava agarových ploten  
 
Příprava sladinových ploten: do 500 ml odměrného válce bylo nalito 200 ml pivovarské 
sladiny z pivovaru Starobrno. Válec byl doplněn vodou na cukernatost 7 °ČSN, která byla 
změřena cukroměrem. Poté bylo upraveno pH na 6,8 uhličitanem sodným. Takto připravený 
roztok byl přelit do Erlenmayerových baněk a byl do něj přidán agar (2 % hm). Po 
promíchání byl varem sterilizován v tlakovém hrnci po dobu 20 min. Vysterilizované živné 
médium bylo rozlito do Petriho misek, kde se nechalo při teplotě místnosti ztuhnout. Aby se 
zabránilo růstu plísní byla přidána kyselina propionová 0,25 ml/l. Kyselina byla přidána 
společně s antibiotikem 250 μg/l, které zabraňuje růstu bakterií, do chladnoucího 
vysterilizovaného živného média (cca 60 °C). Tekutá půda byla připravena analogicky s tím 






4.3.3 Příprava šikmého agaru 
 
Bakteriologické zkumavky byly naplněny rozvařenou sladinovou půdou do ¼ objemu. 
Zkumavky byly opatřeny zátkami a vysterilizovány v tlakovém hrnci 20 min. Poté se při 
teplotě místnosti nechaly v šikmé poloze ztuhnout. 
 
4.3.4 Izolace kvasinek z bobulí hroznového vína 
 
Z každého odebraného vzorku hroznového vína se pomocí pinzety ve sterilním boxu oddělilo 
20 bobulí, které se vhodily do Erlenmayerovy baňky s tekutou glukosovou živnou půdou a 
nechaly se uzavřené zátkou kultivovat 9 dní při teplotě laboratoře. Po ukončení kultivace bylo 
0,3 ml sedimentu přeneseno na Petriho misku se glukosovým agarem. Takto připravené 
kultury byly kultivovány v termostatu při teplotě 26 °C 2-3 dny. Poté se přeočkovaly ve 
sterilním boxu pomocí bakteriologické kličky na šikmý glukosový agar a nechaly se opět za 
stejných podmínek kultivovat. Získaná kultura kvasinek byla podle potřeby 2 a vícekrát 
přečištěna pomocí desítkové zřeďovací metody viz. dále. [31] 
 
4.3.5  Izolace kvasinek z listů 
 
Odebrané vzorky listů byly ve sterilním boxu pomocí pinzety natrhány na malé kousky, které 
byly přeneseny do bakteriologických zkumavek s tekutou glukosovou živnou půdou. 
Zkumavky byly inkubovány při teplotě laboratoře 9 dní. Během inkubace se na spodu 
zkumavky vytvořil sediment, který byl přenesen na Petriho misku s příslušnou živnou půdou ( 
glukosa). Přenesení sedimentu bylo provedeno tak, že list i s plísní na povrchu byl vytažen 
pomocí bakteriologické kličky a 0,3 ml sedimentu bylo pipetou přeneseno na Petriho misku se 
živnou půdou. Takto připravené kultury se nechaly inkubovat v termostatu při teplotě 26 °C 
2-3 dny. Získaná kultura kvasinek byla podle potřeby 2 a vícekrát přečištěna pomocí 
desítkové zřeďovací metody. [31] 
 
4.3.6 Izolace kvasinek z půdy 
 
Z odebraných vzorků bylo odváženo 10 g půdy do sterilní Erlenmayerovy baňky (150 ml), k 
tomuto množství bylo přidáno 50 ml sterilní vody a vše se nechalo přikryté rozsuspendovat 
1 h na třepačce. Z takto připravených vzorků bylo ve sterilním boxu pomocí mikropipety 
přeneseno 0,3 ml suspenze na Petriho misku se glukosovou živnou půdou. Vše bylo 
inkubováno v termostatu při teplotě 26 °C 2-3 dny. Získaná kultura byla podle potřeby 2 a 
vícekrát přečištěna pomocí desítkové zřeďovací metody. [31] 
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Obrázek č. 9: Kvasinky 
 
4.3.7 Desítková zřeďovací metoda 
 
Pro přečištění směsných kultur kvasinek byla podle potřeby opakovaně použita desítková 
zřeďovací metoda. Z Petriho misky se směsnou kulturou (získanou po kultivaci vzorků v 
termostatu) byla pomocí bakteriologické kličky odebrána 2 očka a přenesena do zkumavky s 
10 ml sterilní vody. Obsah zkumavky byl promíchán na vortexu. Po promíchání bylo ze 
zkumavky odpipetováno 50 μl suspenze do další zkumavky s 10 ml sterilní vody a opět 
promícháno na vortexu. Z této suspenze bylo odlito množství 1-2 ml do zkumavky s 10 ml 
sterilní vody. Po promíchání bylo ze suspenze odebráno pipetou 50 μl a přeneseno na Petriho 
misku s příslušnou živnou půdou (sladina). Misky se nechaly inkubovat v termostatu při 
teplotě 26 °C 2-3 dny. Celý proces byl opakován 2 a vícekrát, dokud nebyla získána čistá 
kultura kvasinek. Získané čisté kultury byly zality sterilním parafínem a do dalšího 
zpracování uchovávány v ledničce při teplotě 7°C. 
 
4.3.8  Izolace kvasinkové DNA 
 
Izolace kvasinkové DNA byla provedena prostřednictvím komerční sady Ultra Clean MO 
BIO kit. Z čistých kultur kvasinek získaných zřeďovací metodou byla pomocí sterilní 
bakteriologické kličky odebrána 2 očka a převedena do rozbíjecí mikrozkumavky (MicroBead 
tube) s 300 μl rozbíjecího pufru (MicroBead Solution). Obsah mikrozkumavky byl krátce při 
nízkých otáčkách promíchán na vortexu. Poté bylo přidáno 50 μl roztoku MD1. Suspenze 
byla promíchána na vortexu v horizontální poloze při nejvyšších otáčkách 10 min. 
Následovala centrifugace při 10 000 ot./min po dobu 30 s. Vzniklý supernatant (300-350 μl) 
byl převeden do čisté 2 ml mikrozkumavky.  
K supernatantu bylo přidáno 100 μl roztoku MD2, následně byl obsah mikrozkumavky 
promíchán na vortexu 5 s a inkubován při 4 °C po dobu 5 min. Po inkubaci byly 
mikrozkumavky odstředěny na centrifuze 1 min při 10 000 ot./min. Odstředěný supernatant 
oddělený od sedimentu byl přenesen do čisté mikrozkumavky 2 ml, k němu bylo přidáno 
900 μl roztoku MD3. Vše bylo 5 s promícháno na vortexu. Získaná suspenze v množství cca 
700 μl byla přenesena do mikrozkumavky s vloženou mikrokolonkou, jež zajistí přečištění 
vyizolované DNA. Následovalo odstředění na centrifuze při 10 000 ot./min. po dobu 1 min. 
Získaný filtrát byl z mikrozkumavky odstraněn a na mikrozkumavku byl přenesen zbytek 
roztoku, který byl získán v předešlém kroku. Opět bylo provedeno odstředění na centrifuze za 
stejných podmínek a přefiltrovaný roztok byl odstraněn. Do kolonky bylo přidáno 300 μl 
roztoku MD4. Po následném odstředění na centrifuze při 10 000 ot./min, 30 s, byl filtrát 
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odstraněn. Mikrozkumavky opatřené mikrokolonkou byly centrifugovány 1 min při 10 000 
ot./min. Poté byla mikrokolonka opatrně přenesena do čisté 2 ml mikrozkumavky. Do středu 
bílé membrány uvnitř mikrokolonky bylo přidáno 50 μl roztoku MD5 a vše bylo 
centrifugováno při 10 000 ot./min, 1 min. Po centrifugaci byla odstraněna mikrokolonka, 
vyizolovaná DNA byla pro další zpracování uchována při teplotě – 20 °C.  
 




Datum odběru a číslo 
vzorku* 
Označení vzorků 
jednotlivých kmenů kvasinek  
1P  vzorek 2  26.9.2006 ČVP (2.26.9) 
2P vzorek 1  26.9.2006 ČVP (1.26.9) 
3L vzorek 1  26.9.2006 ČVL (1.26.9) 
4L vzorek 1  26.9.2006  ČVL (1.26.9) 
5L vzorek 1  26.9.2006  ČVL (1.26.9) 
6B vzorek 1  26.9.2006  ČVB (1.26.9) 
7B vzorek 1  26.9.2006  ČVB (1.26.9) 
8L vzorek 3  26.9.2006  ČVL (3.26.9) 
9L vzorek 1  26.9.2006  ČVL (1.26.9) 
10L vzorek 1  26.9.2006  ČVL (1.26.9) 
11B vzorek 1  26.9.2006 ČVB (1.26.9) 
12B vzorek  1  26.9.2006 ČVL (1.26.9) 
13P vzorek 1  26.9.2006  ČVP (1.26.9) 
B = bobule, L = listy, P = půda, ČV = červené víno; *v daném dnu byl prováděn jeden odběr 
na třech místech, proto označení vzorků 1,2,3 
 
4.4 Metoda PCR-RFLP a její provedení v praxi 
 
Polymerasovou řetězovou reakcí bylo získáno dostatečné množství specifického úseku DNA, 
který byl následně podroben restrikční analýze. 
Metoda PCR-RFLP byla v praxi provedena v následujících krocích: 
• amplifikace izolované DNA 
• detekce amplifikovaných fragmentů 
• restrikční analýza produktů PCR 
• detekce restrikčních fragmentů 
 
4.4.1 Amplifikace izolované DNA kvasinek pomocí metody PCR 
 
Pro namnožení izolované DNA jednotlivých vzorků vína byla použita metoda polymerasové 
řetězové reakce. Pro její průběh bylo nutno připravit reakční směs (tzv. mastermix). 
 
4.4.1.1 Příprava reakční směsi pro PCR 
 
Je nezbytné, aby byla reakční směs připravována v předem stanoveném pořadí. PCR směs 
byla připravována pro 1 vzorek DNA vždy v množství 150 µl. Tento objem byl zvolen tak, 
aby bylo získáno dostatečné množství DNA pro následnou restrikční analýzu. 
 42 
 
Příklad složení a pořadí mastermixu pro jeden vzorek DNA z kvasinkové kultury: 
• H2O (sterilní deionizovaná) - 123 µl 
• 10x pufr – zajišťující 
      optimální průběh reakce   15 µl 
• dNTP mix - ekvimolární směs nukleotidů     3 µl 
• primer 1 (ITS1)  1,5 µl 
• primer 2 (ITS4)  1,5 µl 
• templátová DNA     3 µl 
• Taq - termostabilní DNA polymerasa     3 µl             
 150 µl 
 
Nejdříve byly smíchány přesně podle pořadí uvedené složky (vyjma DNA  
a Taq polymerasy), což odpovídá 144 μl  pro jeden vzorek. Množství jednotlivých komponent 
bylo vynásobeno příslušným počtem vzorků. Směs byla důkladně promíchána na vortexu. Pak 
byla rozpipetována do jednotlivých mikrozkumavek. Dále byla do každé z nich přidána DNA 
v množství 3 μl a neprodleně po ní 3 μl Taq polymerasa. Směs byla opět důkladně 
promíchána na vortexu. 
Příprava mastermixu byla provedena ve sterilním boxu, vzorky v mikrozkumavkách byly 
uloženy v chladícím stojanu, neboť všechny látky (kromě H2O) musí být neustále chlazeny a 
po použití byly opět skladovány při -20 °C, aby nedošlo k jejich znehodnocení. Připravené 
vzorky byly ihned umístěny do termocykléru. 
 
4.4.1.2 Průběh jednotlivých kroků v termocykléru 
 
Připravená reakční směs pro PCR byla v mikrozkumavkách vložena do termocykléru, což je 
programovatelný termostat. 
Mikrozkumavky jsou umístěny v jamkách v kovovém bloku ze speciální slitiny, která velmi 
dobře vede teplo. Teplota tohoto bloku je měněna pomocí tzv. Peltierových článků, které jsou 
řízeny mikroprocesorem. Jednoduché programovací rozhraní umožňuje pomocí tlačítek a 
displeje nastavit délku trvání určité teploty, střídání těchto teplot a cyklické opakování 
určitého sledu teplot. 
 
Tabulka č.3: Použitý program pro amplifikaci – K1 
 
Průběh jednotlivých kroků Teplota (°C) Čas (min) 
Počáteční denaturace 94 4 
94 1 
48 0,5 
25 cyklů řetězové reakce → denaturace (1) 
                                         → navázání primerů (2) 
                                         → prodloužení primerů (3) 72 1 
Konečná elongace – dokončení syntézy DNA 72 10 
 
V termocykléru probíhá polymerázová řetězová reakce periodickým opakováním tří cyklů 
zahrnujících denaturaci templátu, připojení primerů a syntézu vlákna DNA. 
Průběh polymerázové řetězové reakce:  viz. teorie 
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Obrázek č. 10: Termocyklér 
 
4.4.2 Elektroforetická kontrola produktu PCR na agarosovém gelu  
 
Amplifikovaný fragment byl smíchán v poměru 10 : 2 se nanášecím pufrem (loading buffer) 
v celkovém objemu 10 µl a nanesen do jamek 0,7 % agarosového gelu. Do jamek byla také 
aplikována negativní kontrola a délkový standard 100+bp v objemu 5 µl. DNA produkt byl 
detekován v závislosti na své velikosti v oblasti rozsahu délkových standardů. 
 
Podmínky elektroforesy v horizontálním uspořádání: 
- konstantní napětí -  65 V 
- doba - 2 hodiny 
 
Po proběhnutí elektroforesy byl fragment DNA detekován UV zářením v transiluminátoru, 
vyfocen  a zaznamenán programem Scion Image. 
 
4.4.3 Restrikční analýza produktů PCR 
 
4.4.3.1 Přečištění PCR produktů před restrikční analýzou 
 
Abychom odstranili možné inhibující látky z reakční směsi bylo provedeno přečištění. Tímto 
postupem byla získána přečištěná DNA vhodná pro vlastní restrikční analýzu. 
PCR produkty, které byly uchovávány při -20 °C, byly rozmraženy a z jednotlivých PCR 
produktů bylo napipetováno 20 µl amplifikované DNA. K tomuto objemu byly přidány 2 µl 
octanového pufru a směs byla promíchána na vortexu. Poté bylo přidáno 60 µl 96% ethanolu. 
Obsah mikrozkumavky byl opět vortexován, poté byly mikrozkumavky umístěny do ledničky 
na 20 minut při teplotě -20°C. Potom byly odstředěny v centrifuze (4 °C, 15 000 otáček, 30 
min). Po odstředění byl supernatant dekantován a ke sraženině byl přidán 80% ethanol o 
objemu 60 µl a opět byly mikrozkumavky odstředěny za stejných podmínek. Supernatant byl 
dekatován, zbytky EtOH byly vysušeny buničitou vatou a poté byly mikrozkumavky 
dosušeny do sucha v  exsikátoru. 
 
4.4.3.2 Restrikční analýza 
 
Vzorek pro restrikční analýzu byl připraven smícháním přečištěného PCR produktu, vody, 




Látky pro přípravu směsi byly smíchány v následujícím pořadí: 
- H2O – sterilní, destilovaná    13 µl  
- pufr – pro danou restrikční endonukleázu   1,5 µl 
- enzym (restriktáza)   0,5 µl 
   15  µl 
 
Postup pro přípravu reakční směsi s restrikčním enzymem vycházel z návodu výrobce. 
Reakce probíhala v termostatu při 37 °C po dobu 16 hodin. Inaktivace enzymu probíhala 20 
minut při 60 °C. Pro enzym MseI byla použita inaktivační teplota 80 °C po dobu 20 minut. 
Restrikční fragmenty byly detekovány horizontální elektroforesou na 2 % agarosovém gelu 
postupem, který je popsán v kapitole 4.4.2. Při elektroforese byla použita pozitivní kontrola - 
vzorek DNA po amplifikaci. 
Po ukončení elektroforesy byl fragment DNA opět detekován UV zářením v transiluminátoru, 
vyfocen  a zaznamenán v programu Scion Image a fotky uloženy pro zpracování. 
 
                                        
 





















5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
Cílem této diplomové práce byl výběr a optimalizace vhodného postupu izolace kvasinek 
z listů, bobulí a půdy vinné révy. Čistá kultura byla z těchto matric získána pomocí desítkové 
zřeďovací metody. Vzorky byly touto metodou podle potřeby 2 a vícekrát přečištěny. Ze 
získaných čistých kultur bylo vybráno 13 vzorků, které se od sebe vizuálně odlišovaly.  Čisté 
kultury vybraných vzorků byly pro další experimenty uchovány ve dvou kopiích na šikmém 
sladinovém agaru a byly zality sterilním parafínem. 
 
                     
            
           Obrázek č. 12: Výběr kultur                       Obrázek č. 13: Čistá kultura kvasinek z půdy   
 
Izolace kvasinkové DNA 
Z vybraných vzorků byla pomocí komerční sady Ultra Clean MO BIO kit izolována DNA 
kvasinek. U vzorků byla změřena absorbance při 260 a 350 nm a byla vypočítána 
koncentrace. 
Tabulka č. 4: Koncentrace vzorků 
 
 A (260 nm) A (350 nm) A260-350nm c (µg/ml) 
1P 0,0874 0,0514 0,0360 5,40 
2P 0,0579 0,0300 0,0279 4,19 
3L 0,1937 0,1127 0,0810 12,15 
4L 0,2410 0,1187 0,1123 16,85 
5L 0,0996 0,0607 0,0389 5,84 
6B 0,1864 0,1169 0,0695 10,43 
7B 0,1012 0,0614 0,0398 5,97 
8L 0,0625 0,0343 0,0282 4,23 
9L 0,1298 0,0770 0,0528 7,92 
10L 0,0807 0,0503 0,0304 4,59 
11B 0,0594 0,0258 0,0336 5,04 
12B 0,1478 0,1331 0,0147 2,21 
13P 0,1690 0,1220 0,0470 7,05 
 
Vzorec pro výpočet:        50µg/ml……………………1A 
                                          x µg/ml…………………....A260-350nm      
 




5.1 Analýza vzorků metodou PCR 
 
Vzorky pro analýzu metodou PCR byly získány kultivací a izolací vybraných vzorků z bobulí, 
listů a půdy vinné révy. Experimentálně bylo ověřeno, že pro stanovení specifického 
fragmentu DNA jednotlivých kmenů kvasinek stačí 10 ng vyizolované kvasinkové DNA. 
Získané produkty PCR měly průměrnou koncentraci 7,06µg/ml. Primery, které byly použity 
pro analýzu byly získány na základě zkušeností z předešlých diplomových prací. Proto jsme 
použili primery ITS1 a ITS4, které se osvědčily. Pro porovnání získaných výsledků bylo 
použito 41 kmenů kvasinek (CCY – Sbírka kultur kvasinek, Chemický ústav SAV 
v Bratislavě) viz. příloha č. 1. PCR produkty byly detekovány gelovou elektroforesou na 
0,7% agarosovém gelu a výsledky byly porovnány s délkovým standardem. Čistota práce byla 
ověřena použitím negativní kontroly, kdy do PCR mixu byla místo DNA přidána sterilní 
voda. 
            
1P        2P    3L      4L   5L    6B    7B   8L    9L  10L11B  12B 13P  N100+2P   3L   4L 5L 6B  7B  8L  9L 10 11B  13PN100+
 
 
             
                                           
 
   800bp               600 bp                                  500 bp        700 bp 
Obrázek č. 14: Elektroforeogram amplifikované DNA: PCR produkty vzorků s použitím 
primeru ITS1 a ITS4 
 
Většina vzorků (1P, 2P, 4L, 5L, 8L,9L, 10L, 12B, 13P) poskytla fragmenty o velikosti 700 
bp, 11B a 7B poskytli fragment o velikosti 500 bp, 6B  poskytl fragment o velikosti 600 bp a 
3L o velikosti 800 bp, viz. obrázek č. 14. 
Amplifikace s použitím primerů ITS1, ITS4 byla úspěšná pro všechny vzorky.  
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100+ S41S28S23 S21S19 S18 S17S16 S15 S14 S13S12 S11S10 S3 100+
 
 
 500 bp 700bp 800bp 700 bp   400 bp   
     700 bp  900 bp 450 bp    700 bp 
 
                                   
100+S39S38 S37S36S34S33S32S31S30S29S28 S27S26S25S24 S23 S22 S21S20
    
  
    900 bp  800 bp 700 bp 
 
Obrázek č. 15: Elektroforeogram amplifikované DNA: PCR produkty typových kvasinek 
s použitím primeru ITS1 a ITS4  
 
Většina typových kvasinek poskytla po amplifikaci fragment o velikosti 700 bp (S1, S2, S4, 
S5, S9, S10, S12, S13, S14, S15, S16, S19, S20, S23, S24, S25, S26, S27, S28, S29, S30). 
Fragment o velikosti 900 bp poskytly kvasinky S7, S31, S32, S33, S34, S36, S37, S38 a S41. 
Kvasinky S3, S22, S39 poskytly fragment o velikosti 800 bp. S17 a S21 poskytly fragment o 
velikosti 400 bp. Fragment o velikosti 500 bp poskytly kvasinky S11 a S18, viz. obrázek č. 
15. 
 
5.2 Analýza metodou PCR/RFLP 
 
Identifikace kvasinkových kmenů byla provedena na základě porovnání délek restrikčních 
fragmentů pro jednotlivé restrikční enzymy. Fragmenty DNA byly srovnány s fragmenty 
vzorků ze sbírky kvasinek SAV, u kterých je známo jejich taxonomické zařazení. Vzorky 
DNA jež byly amplifikovány pomocí primerů ITS1 a ITS4 byly v dalším experimentu 
podrobeny restrikční analýze s enzymy: MseI, HaeIII, HinfI, AluI. Každá restriktáza má 
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specifické restrikční místo ve kterém štěpí DNA, a podle něhodž se sekvence DNA rozštěpí 
na menší fragmenty. 
 
Tabulka č. 5: Použité restrikční endonukleasy 
 
použitý enzym voda pufr enzym inaktivace (°C) 
HinfI 13 μl 1,5 μl 0,5 μl 80 
MseI 13 μl 1,5 μl 0,5 μl 60 
HaeIII 13 μl 1,5 μl 0,5 μl 80 
AluI 13 μl 1,5 μl 0,5 μl 60 
 
5.2.1 Vyhodnocení restrikčních fragmentů 
 
Produkty štěpení (fragmenty) byly porovnány podle retenčních vzdáleností. Jde o vzdálenost 
od středu jamky ke středu proužku. Tyto vzdálenosti pak byly srovnávány s retenčními 
vzdálenostmi jednotlivých standardů, u nichž bylo známo jejich taxonomické zařazení. 
Restrikční fragmenty se musí nacházet v oblasti délkových standardů a jejich součet musí dát 
velikost fragmentu po PCR (např. 1P po PCR 700 bp, po restrikční analýze s HinfI 2 
fragmenty 400 a 300). Pokud se na gelu vyskytují další fragmenty, které neodpovídají 
sekvenci DNA, pak jde o primery z PCR mixu. 
 
                             
1001001P2P3L 4L  5L 6B 7B 8L 9L10L11B12B13P100+203L11B2P7B
1001P 2P 3L  4L 5L  6B 7B 8L  9L10L11B12B13P100+20 3L11B2P7B
 
                                    
Obrázek č. 16: Elektroforeogram DNA po digesci enzymem HinfI 
 
Po digesci amplifikovaného  fragmentu DNA  enzymem HinfI  byly zjištěny u analyzovaných 










Tabulka č.6: Vzorky po restrikční analýze s HinfI 
 
Číslo vzorku vzorek PCR počet fragmentů fragmenty 
1P ČVP(2.26.9) 700 2 310 290  
2P ČVP(1.26.9) 700 3 300 200 190 
3L ČVL(1.26.9) 800 3 350 200 180 
4L ČVL(1.26.9) 700 3 300 200 150 
5L ČVL(1.26.9) 700 3 300 200 150 
6B ČVB(1.26.9) 600 2 310 290  
7B ČVB(1.26.9) 600 2 290 260  
8L ČVL(3.26.9) 700 3 300 200 150 
9L ČVL(1.26.9) 700 3 300 200 150 
10L ČVL(1.26.9) 700 3 250 170 120 
11B ČVB(1.26.9) 500 2 240 210  
12B ČVB(1.26.9) 700 2 310 290  
13P ČVP(1.11.10) 700 3 280 210 190 
 




                                  
100+S30S39S15S19S41 S29 S12 S18100 20 S39S30 6 46
 
                                   
Obrázek č.17: Elektroforeogram DNA typových kvasinek po digesci enzymem HinfI 
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Získané fragmenty, viz. obrázek č. 17, byly vyhodnoceny a porovnány z fragmenty, které 
poskytly vzorky, viz. obrázek č. 16. Vzorky  6, a 46, které jsou použité u posledního gelu, 
byly použity pouze jako pozitivní kontroly, jejich fragmenty jsou  700 a 400 bp. 
 
 
                 
100+1P   2P  3L  4L   5L  6B   7B    8L  9L 10L 11B12B13P100  20 3L 11B   2P 7B
 
 
Obrázek č.18: Elektroforeogram DNA po digesci enzymem MseI 
 
Po digesci amplifikovaného  fragmentu DNA  enzymem MseI  byly zjištěny u analyzovaných 
vzorků 2, 3, 4 a 5 restrikčních fragmentů. Štěpné fragmenty ukazuje obrázek č. 18, jeho 
nejasné kontury jsou způsobené přenosem dat a tiskem. 
 




vzorek PCR počet fragmentů fragmenty 
1P ČVP(2.26.9) 700 3 250 200 150   
2P ČVP(1.26.9) 700 2 350 250    
3L ČVL(1.26.9) 800 2 250 120    
4L ČVL(1.26.9) 700 4 250 150 90 60  
5L ČVL(1.26.9) 700 4 250 150 90 60  
6B ČVB(1.26.9) 600 2 250 200    
7B ČVB(1.26.9) 600 2 290 100    
8L ČVL(3.26.9) 700 4 250 150 90 60  
9L ČVL(1.26.9) 700 5 250 200 150 90 60 
10L ČVL(1.26.9) 700 3 400 80 60   
11B ČVB(1.26.9) 500 3 290 100 60   
12B ČVB(1.26.9) 700 3 250 200 150   
13P ČVP(1.11.10) 700 2 500 100    
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100+S39S17S21S20S23S24S25 S26 S27 S28S29S30100 20  40S24
 
 
Obrázek č. 19: Elektroforeogram DNA typových kvasinek po digesci enzymem MseI 
 
Fragmenty získané po digesci typových kvasinek enzymem MseI, viz. obrázek č. 19, byly 
určeny a porovnány s fragmenty získanými po digesci vzorků, viz. obrázek č. 18. Jako 
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Obrázek č. 20: Elektroforeogram DNA po digesci enzymem HaeIII 
 
Po digesci amplifikovaného fragmentu DNA enzymem HaeIII  byly zjištěny u analyzovaných 
vzorků 2 a 3 fragmenty, viz. obrázek č. 20. 
 
Tabulka č.8: Vzorky po restrikční analýze s HaeIII 
 
Číslo vzorku vzorek PCR počet fragmentů fragmenty 
1P ČVP(2.26.9) 700 2 510 60  
2P ČVP(1.26.9) 700 2 450 100  
3L ČVL(1.26.9) 800 neštěpí    
4L ČVL(1.26.9) 700 2 500 180  
5L ČVL(1.26.9) 700 2 500 180  
6B ČVB(1.26.9) 600 3 350 100 60 
7B ČVB(1.26.9) 600 2 380 80  
8L ČVL(3.26.9) 700 2 500 180  
9L ČVL(1.26.9) 700 2 500 180  
10L ČVL(1.26.9) 700 neštěpí    
11B ČVB(1.26.9) 500 2 380 80  
12B ČVB(1.26.9) 700 2 510 60  
13P ČVP(1.11.10) 700 2 510 60  
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Obrázek č. 21: Elektroforeogram DNA typových kvasinek po digesci enzymem HaeIII 
 
Fragmenty, poskytnuté typovými kvasinkami, viz. obrázek č. 21, byly porovnány s fragmenty 
poskytnutými vzorky, viz. obrázek č. 20. Jako pozitivní kontrola u třetího gelu byl použit již 
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Obrázek č. 22: Elektroforeogram DNA po digesci enzymem AluI 
 
Po digesci amplifikovaného fragmentu DNA enzymem AluI  byly zjištěny u analyzovaných 
vzorků 2 a 3 fragmenty, viz. obrázek č. 22. 
 
Tabulka č. 9: Vzorky po restrikční analýze s AluI 
 
Číslo vzorku vzorek PCR počet fragmentů fragmenty 
1P ČVP(2.26.9) 700 3 350 250 100 
2P ČVP(1.26.9) 700 2 450 200  
3L ČVL(1.26.9) 800 2 500 150  
4L ČVL(1.26.9) 700 2 400 200  
5L ČVL(1.26.9) 700 2 400 200  
6B ČVB(1.26.9) 600 3 350 100 60 
7B ČVB(1.26.9) 600 2 400 60  
8L ČVL(3.26.9) 700 2 400 200  
9L ČVL(1.26.9) 700 2 400 200  
10L ČVL(1.26.9) 700 3 350 250 100 
11B ČVB(1.26.9) 500 2 400 60  
12B ČVB(1.26.9) 700 3 350 250 100 
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Obrázek č. 23: Elektroforeogram DNA typových kvasinek  po digesci enzymem AluI 
 
Získané fragmenty, viz. obrázek č. 21 byly opět porovnány s fragmenty vzorků, viz. obrázek 
č. 22. 
 
5.2.2 Taxonomické zařazení izolovaných kvasinek 
 
Porovnáním délek a počtu restrikčních fragmentů, vzniklých po digesci různými restrikčními 
endonukleasami, byly taxonomicky zařazeny kvasinky nacházející se na bobulích a listech 
červeného vína a na půdě z vinice. Z bobulí byly vybrány čtyři kvasinky, které byly označeny 
jako 6B, 7B, 11B a 12B. Kvasinka označená jako 6B byla určena jako Pichia fermentans 
stejně jako kvasinka s označením 11B. Jako Hanseniaspora uvarum byla stanovena kvasinka 
popsaná jako 7B. Poslední zástupce kvasinek z bobulí, 12B, byl určen jako Torulospora 
delbrueckii (Saccharomyces delbrueckii). Šest zástupců kvasinek z listů bylo popsáno jako 
3L, 4L, 5L, 8L, 9L a 10L. Vzorky 4L, 5L, 8L a 9L byly stejné, a byly označeny jako 
Aureobasidium pullulans. Kvasinka označená jako 3L byla určena jako Hanseniaspora 
uvarum. Poslední zástupce listů, 10L, byl popsán jako Rhodoturola glutinis (Saccharomyces 
glutinis). Z půdy byly vybrány jenom tři kvasinky, které byly popsány jako 1P, 2P a 13P. 2P a 
13P byly určeny pouze rodově jako Rhodotoruly a 1P byla popsána jako Torulospora 
delbrueckii (Sacchromyces delbrueckii). Získané výsledky byly ověřeny mikroskopicky. 





Hlavním cílem této diplomové práce bylo taxonomické zařazení kvasinek z bobulí a listů 
červeného vína a  půdy z vinice metodou PCR/RFLP. Identifikace kmenů kvasinek vycházela 
ze srovnání s kmeny ze sbírky kvasinek Chemického ústavu SAV v Bratislavě. K analýzám 
byly použity vzorky červeného vína Svatý Vavřinec a půda z vinice od soukromého vinaře 
pana Šťavíka z Pavlovic. Byly odebrány tři vzorky půdy, listů a bobulí z různých částic 
vinice. Místa odběrů půdy, listů a bobulí byla shodná.                           
První část práce zahrnovala izolaci DNA jednotlivých kmenů. Pro úspěšnost PCR je izolace 
DNA velmi důležitým faktorem, musí být získána v dostatečném množství, čistotě a kvalitě. 
Pro stanovení specifického fragmentu DNA jednotlivých kmenů kvasinek stačí 10 ng 
vyizolované kvasinkové DNA.  Pro polymerasovou řetězovou reakci byly použity dva typy 
primerů, a to ITS1 a ITS4.  
Amplifikované úseky DNA byly následně podrobeny restrikční analýze pomocí specifických 
restrikčních endonukleas. Pokud byly nalezeny cílové sekvence, došlo ke štěpení DNA na 
specifické fragmenty, které slouží k rozlišení jednotlivých kvasinkových kmenů. K restrikční 
analýze byly použity čtyři restrikční enzymy (HinfI, MseI, HaeIII a AluI). 
Získané fragmenty byly porovnávány podle retenčních vzdáleností s fragmenty získanými od 
typových kvasinek, u nichž bylo známo taxonomické zařazení.  
Na bobulích červeného vína byly zjištěny kvasinky Pichia fermentans, Hanseniaspora 
uvarum a Torulospora delbrueckii (Saccharomyces delbrueckii). 
Pichia fermentans patří do třídy Ascomycetes a čeledi Saccharomycetaceae, vyskytuje se 
nejčastěji na víně. Je to kvasinka oxidativního typu, stejně jako Rhodotorula, vyznačuje se 
vyšší rychlostí růstu a širokým asimilačním spektrem.  
Hanseniaspora uvarum patří do třídy Ascomycetes, patří mezi apikulátní kvasinky. 
Torulospora delbrueckii patří do třídy Ascomycetes, čeleď Saccharomycetaceae. Je to 
kontaminant hroznového vína i moštu.  
Na listech červeného vína byly objeveny tyto kvasinky Hanseniaspora uvarum, 
Aureobasidium pullulans a Rhodotorula glutinis. Aureobasidium pullulans patří do třídy 
Ascomycetes, pomocná třída Deutoromycetes. Parazituje na rostlinách, listech, květech i 
plodech. V moštu, před kvašením, může vytvářet nevzhlednou sytě černou masu složenou 
z černých dvoubuněčných chlamydospor, které snáší maximálně 2% ethanolu, proto se už ve 
víně nevyskytuje.   
Rhodotorula glutinis patří do třídy Basidiomycetes, čeleď Teliosporaceae. Vyskytuje se na 
povrchu rostlin a ve vinařských provozech. Hromadí ve svých buňkách tuk a produkují lipasy. 
Na půdě z vinice byly identifikovány kvasinky Torulospora delbrueckii a Rhodotorula.  
Kvasinky, které byly nalezeny, patří většinou do divokých tzv. apikulátních kvasinek. 
Kvasinky rodu Saccharomyces zahajují svou činnost při kvasném procesu až po ukončení 
činnosti divokých tzv. apikulátních kvasinek, kterých je zpočátku až 1000 x více a hynou již 
při koncentraci ethanolu 3-4%. Činnost apikulátních kvasinek je důležitá pro tvorbu aroma ve 









[1] Hubáček V.: Výroba révového vína. 1. vyd. Praha: Institut výchovy a vzdělání 
Ministerstva zemědělství České republiky, 1997. 40 s. ISBN 80-710-5140-3 
 
[2] Českomoravská vinohradnická a vinařská unie, je partnerem serveru světvína, všechno ze 
světa vína, vinařství a vinohradnictví, poslední revize 2008, [cit. 2008-02-14]. Dostupné z 
www.svetvina.cz
 
[3] Rasspor P., Milkič Mílek D., Polanc J., Smole Možina S., Čadež N.: Yeast isolated from 
the varieties of grapes cultivated in different locations of the Dolejnska vine-growing region. 
FEMS Microbiology Letters, 2000, Vol. 192, 191-196 s.  
 
[4] Nguyen H.,Gaillardin C.: Two Subgroups within the Saccharomyces bayanus species 
evidenced by PCR amplification and restriction polymorphism of the non-transcribed spacer 
2 in the ribosomal DNA unit. Systematic and applied mikrobiology. 1997, Vol. 20, s. 286-294  
 
[5] Pulvirenti A., Nguyen H., Caggia C., Giudici P., Raineri S., Zambonelli C.: 
Saccharomyces uvarum, a proper species within Saccharomyces sensu stricto. FEMS 
Microbiology Letters, 2000, Vol. 192, 191-196s. 
 
[6] Masneuf I., Aigle M., Dubourdieu D.: Development of a polymerase chain reaction / 
restriction fragment lenght polymorphism method for Saccharomyces cerevisiae and 
Saccharomyces bayanus identification in enology. FEMS Microbiology Letters, 1996, Vol. 
138, 239-244 s.  
 
[7] Kocková-Kratochvílová A..: Taxonómia kvasinek a kvasinkových organizmóv. Bratislava: 
Alfa, 1990. 74s. ISBN 80-050064-46 
 
[8] Walker T.: Yeast physiology and biotechnology. Chichester: John Wiley and sons Ltd., 
1998. 350 s. ISBN 0-471-96446-8  
 
[9] Görner F., Valík L´.: Aplikovaná mikrobiológia poživatín. Bratislava: Malé centrum, 
2004. 528 s. ISBN 80-967064-9-7 
 
[10] Senses-Ergul S., Ágoston R., Belák A., Deák T.: Characterization of some yeasts 
isolated from foods by traditional and molecular tests. International Journal of Food 
Microbiology, 2006, Vol. 108, 120-124 s. 
 
[11] Šilhánková L., Mikrobiologie pro potravináře a biotechnology, 3. oprav. a dopl. vyd., 
Praha: Academia, 2002. 363s. ISBN 80-200-1024-6 
 
[12] VŠCHT  [online], poslední revize 2005, [cit. 2005-1-11] 
 Dostupné z: < http://biomikro.vscht.cz/trp/documents/mikrobiologie/Kvasinky.pdf > 
 
 58 
[13] Reischig J., Metoda izolace DNA může ovlivnit stupeň preferenční amplifikace alel PCR 
reakcí, časopis soudního lékařství, Plzeň, 2000 
 
[14] Mendlova zemědělská a lesnická univerzita [online], poslední revize 2008, [cit. 2008-01-
2]. Dostupné z http://old.mendelu.cz
 
[15] Vodrážka Z.: Biochemie, 2. opravené vydání, Praha:  Academia, 2002. 191s. ISBN 80-
200-0600-1 
 
[16] Ruml T., Rumlová M., Pačes V.: Genové inženýrství. 1. vyd. Praha: VŠCHT , 2002. 270 
s. ISBN 80-7080-499-8 
 
[17] Walker J. M., Rapley R.: Molecular biology and biotechnology. 4nd ed Hatfield: 
University of Hrtfordshire, 2000. 563 s. ISBN 0-85404-606-2 
 
[18] Rozsypal S.: Úvod do molekulární biologie, Brno,  2000. 289 s. ISBN 80-902562-5-2 
 
[19] Univerzita Karlova, Přírodovědecká fakulta [online], poslední revize 2008, [cit 2008-04-
12] Dostupné z http://botany.natur.cuni.cz
 
[20] Alberts, Bray, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter: Základy buněčné biologie,2. vyd. 
Ústí na Labem: Espero Publishing, 1998. 630s. ISBN 80-902906-2-0 
 
[21] Heras-Vazquez F.J., Mingorance-Cazorla L., Clemente-Jimenez J. M., Rodriguez–Vico 
F.: Identification of yeast species from orange fruit and juice by RFLP and sequence anlysis 
of the 5,8S rRNA gene and the two internal transcribed spacers. Federation of European 
Microbiological Societes [online] 2003, No. 3, s. 3-9. Dostupné na: www.fems-
microbiology.org 
 
[22] Univerzita Karlova, Lékařská fakulta [online], poslední revize 2008, [cit 2008-02-8] 
Dostupné z http://lf2.cuni.cz
 
[23] Králová B., Fukal L., Rauch P., Ruml T.: Bioanalytické metody. 3. přepracované vyd., 
Praha:  VŠCHT, 2001. 254 s. ISBN 80-7080-449-1  
 
[24] Štípek S.: Uchování a exprese genetické informace. Praha: 1. lékařská fakulta univerzity 
Karlovy , 1993. ISBN 80-85787-50-4 
 
[25] Dlauchy D., Tornai-Lehoczki J., Gábor P.: Restriction enzyme analysis of PCR amplified 
rDNA as a taxonomic tool in yeast identification. Sysrematic and applied mikrobiology. 1999, 
Vol. 22, s. 445-453. 
 
[26] Petersen K., Moller P., Jespersen L.: DNA typing methods for differentiation of 
Debaryomyces hansennii strains and other yeasts related to surface repined cheeses. 
International Journal of Food Microbiology 2001, Vol. 69, 11-24 s.  
 
 59
[27] Veselá M., Drdák M.: Praktikum z obecné mikrobiologie. Brno: Vysoké učení technické,   
fakulta chemická, 1998. 88 s. ISBN: 80-214-1108-2 
 
[28] López V., Fernandéz-Espinar T., Barrio E., Ramón D., Querol A.: A new PCR-based 
method for monitoring inoculated wine fermentations. International Journal of food 
microbiology [online] 2003, Vol.81, s. 63-71. 
 
[29] Šmarda J., Doškař J., Pantůček R., Růžičková V., Koptíková J.: Metody molekulární 
biologie. Brno: Masarykova univerzita, 2005. 188 s. ISBN 80-210-3841-1 
 
[30] London school of hygiene & tropical medicine [online]. 1998, last revision 10th of Mai  
2007. Dostupné z:<http://www. homepages.lshtm.ac.uk/entamoeba/index.htm>  
   
[31] Gutwirthová J.: Možnosti izolace a identifikace kvasinek v nápojích pomocí metod 































8 SEZNAM ZKRATEK 
 
DNA  deoxiribonukleová kyselina 
RNA  riboxinukleová kyselina 
tRNA  transferová ribonukleová kyselina 
mRNA  messenger ribonukleová kyselina 
ATP  adenosintrifosfát 
NADH  nukleosidpolyfosfát (kofaktor oxidoreduktas) 
EtBr  ethidium bromid 
EtOH  ethanol 
PCR  polymerase chain reaction  
RFLP  restriction fragment length polymorphism 
AFLP  amplified fragment length polymorphism 
RADP  random amplified DNA polymorphism 
Taq  termostabilní DNA polymerasy 
annealing napojení primeru 
extensing prodloužení primeru 
cDNA  cloning DNA 
SAV  Slovenská akademie věd 
supernatant přefiltrovaný roztok 
Tm  teplota tání primerů 
nt  nukleotid 
Mb  mega base 
µM  mikro mol 
nt/s  nukleotid/sekunda 
Kpb  kilo páry basí 
PM  Petriho miska 
ŠA  šikmý agar 
S  sladina 
G  glukosa 
s  sekunda 
h  hodina 
min  minuta 
bp  páry basí 















9. SEZNAM PŘÍLOH 
 
1) Seznam typových kvasinek 
2) Příklady restrikčních endonukleas a jejich specifických restrikčních míst 















































                                       Příloha č. 1: Seznam typových kvasinek 
 
Číslo vzorku Sbírkové 
označení CCY 
Kmen Synonymum Původ 
S1 46-4-1 Hanseniaspora 
osmophila 
  




S3 41-6-1 Debaryomyces 
hansenii 
Candida famata  











S6 39-4-1 Pichia fermentans   
S7 26-20-21 Candida glabrata   





S9 41-6-15 Debaryomyces 
hansenii 
 travnatá půda 
S10 41-3-14 Debaryomyces 
hansennii 
 slané fazole 
S11 29-9-32 Issatchenkia 
orientalis 
Candida krusei sedimenty z 
rybníka 
S12 13-4-2 Kluyveromyces 
marxianus var. 
drosophilarum 
 voda z 
rybníka 


























S18 39-4-2 Type Pichia fermentans  podmáslí 


















S22 41-17-1 Torulaspora 
delbrueckii 
  
S23 38-5-1 Pichia Hansenula sušené 
švestky 




S25 62-2-4 Rhodosporium 
toruloides CBS 14 
  








S28 20-2-34 Rhodotorula glutinis 
Type CBS 20 
  
S29 20-2-24 Rhodotorula   
S30 27-1-114 Aureobasidium 
pullulans 
  
S31 21-6-6 Saccharomyces 
pastorianus 
  
S32 21-42-1 Saccharomyces 
bayanus 
  
S33 21-12-3 Saccharomyces 
steineri 
  
S34 21-11-4 Saccharomyces 
mangini 
  
S36 21-21-43 Saccharomyces 
oviformis 
  
S37 21-46-1 Saccharomyces 
aceti 
  
S38 21-11-1 Saccharomyces 
chevalieri 
  
S39 46-3-3 Hanseniaspora   















Příloha č. 2: Příklady restrikčních endonukleas a jejich specifických restrikčních míst 
EcoRI (Erscherichia coli), inkubační teplota = 37°C 
5´…G↓AATTC…3´ 
3´…CTTAA↑G…5´ 
HindIII (Haemophilus influenzae), inkubační teplota = 37°C 
5´…A↓AGCTT…3´ 
3´…TTCGA↑A…5´ 
BsuI (Bacilus subtilit), inkubační teplota = 37°C 
5´…GG↓CC…3´ 
3´…CC↑GG…5´  
HinfI (Haemophilus influenzae), inkubační teplota =  37°C 
 
5´…G↓ATC…3´ 
   
3´…CTA↑G…5´ 
 





MwoI (Methanobacterium wolfei), inkubační teplota = 60 °C:  
5´…GC↓GC…3´ 
3´…CG↑CG…3´ 








Příloha č. 3: Taxonomické zařazení izolovaných kvasinek v tabulce 
 





1P ČVP (2.26.9) S16 Torulospora delbrueckii 
2P ČVP (1.26.9) S28 Rhodotorula glutinis 
3L ČVL (1.26.9) S15 Hanseniaspora uvarum 
4L ČVL (1.26.9) S30 Aureobasidium pullulans 
5L ČVL (1.26.9) S30 Aureobasidium pullulans 
6B ČVB (1.26.9) S6 Pichia fermentans 
7B ČVB (1.26.9) S8 Hanseniaspora uvarum 
8L ČVL (3.26.9) S30 Aureobasidium pullulans 
9L ČVL (1.26.9) S30 Aureobasidium pullulans 
10L ČVL (1.26.9) S29 Rhodotorula 
11B ČVB (1.26.9) S18 Pichia fermentans 
12B ČVB (1.26.9) S16 Torulospora delbrueckii 
13P ČVP (1.26.9) S29 Rhodotorula 
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